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The immune system contributes to the development and progression of Acute Coronary 
Syndromes (ACS) and thus, the functional behavior of immune cells is of great interest in 
this context. However, little is known regarding the potential counterbalancing role of anti-
inflammatory responses. Here, we report that peripheral blood mononuclear cells from STEMI 
patients show a gene expression profile 24-36h after MI that supports a shift to a negative 
regulation of lymphocytes, macrophages and neutrophils compared with patients with no MI 
(unstable angina (UA)). We also found that Mφ from STEMI and NSTEMI patients showed an anti-
inflammatory M2 phenotype 24-36h after MI compared with UA and healthy volunteers (HV). 
On the other hand, depending on the activation potential of the Mφ, LPS stimulation can induce 
an M1 or M2 response. In this context, not only Mφ from MI patients were shifted towards 
the M2 activation, but also 27 out of 45 patients (STEMI and NSTEMI) showed Mφ endotoxin 
tolerance after LPS stimulation, whereas none of the 30 patients with UA showed this state. 
In most of the cases, the endotoxin tolerance has been associated to a previous contact 
with the endotoxin, which induces a refractory state to a second endotoxin challenge. However, 
in our cohort of patients there were no previous infections which could account for the observed 
tolerant state. On the other hand, endogenous ligands released by damaged tissues are known 
to activate TLR signaling as well as induce endotoxin tolerance-like features. Indeed, we found 
that levels of serum mitochondrial DNA (mtDNA) were significantly higher in STEMI patients, the 
patients with higher tissue damage. Interestingly, the endotoxin tolerance is more profound in 
STEMI than in NSTEMI patients. In this context, mitochondrial antigens such as mtDNA, induce 
Mφ-mediated responses and, therefore, could be implicated in the generation of endotoxin 
tolerance observed in these patients. Indeed, we found that exposition of human Mφ to mtDNA 
or whole mitochondrial lysates induced endotoxin tolerance in vitro. This cross-tolerance to 
TLR4 was characterized by a decreased production of pro-inflammatory cytokines, increased 
production of anti-inflammatory factors, increased frequency of the M2-marker CD163, 
significant over-expression of IRAK-M and lower levels of antigen presenting molecules after LPS 
stimulation. Furthermore, mitochondrial DAMPs also induced a partial cross-tolerance to TLR2, 
whereas signaling through TLR3 was not affected. 
As Mφ play a crucial role in the inflammatory response and the subsequent state of 
tolerance, these endogenous ligands may contribute to clinical complications in ACS. Furthermore, 
the incidence of endotoxin tolerance is associated with a higher risk of secondary infections. In 
this context, 7 out of the 45 patients with MI (4 STEMI and 3 NSTEMI) reported an infection in 
the next three months after the coronary episode. The higher rate of infection correlated with 








Figura I1. Esquema de la clasificación clínica 
de los Síndromes Coronarios Agudos y 
espectro de la severidad y de la necrosis de 
miocitos asociada a cada grupo de SCA.94 EL 
SCA varía desde la Angina inestable (AI), en 
la que no se detecta necrosis de miocitos, 
hasta el infarto agudo de miocardio (IAM). La 
AI se caracteriza por ausencia de marcadores 
cardiacos y no presenta elevación del ST 
en el electrocardiograma. En el IAM, los 
marcadores cardiacos están aumentados en 
proporción al grado de necrosis de miocitos 
y se subdividen por la elevación del ST 
(SCACEST) o sin elevación del ST (SCASEST).
1.1. Síndrome Coronario Agudo.
El síndrome coronario agudo (SCA) comprende un conjunto de entidades producidas por 
la isquemia aguda del miocardio, que incluyen la angina inestable (AI), si la isquemia no llega 
a provocar necrosis en el tejido miocárdico; el infarto agudo de miocardio (IAM), cuando la 
isquemia produce necrosis en una parte del miocardio; y la muerte súbita, cuando los impulsos 
eléctricos del corazón se alteran (taquicardia y/o fibrilación ventricular) provocando el paro 
cardiaco.11, 87  Esta isquemia del miocardio en la mayoría de los casos se produce por la erosión 
o rotura de una placa aterosclerótica que provoca la oclusión de una arteria coronaria por la 
formación de un trombo.220 
1.1.1. Características clínicas. 
La duración de la isquemia causada por el trombo y la vasoconstricción dinámica asociada 
es lo que determinará el cuadro clínico del SCA. Los resultados del electrocardiograma (ECG) 
permiten clasificar el SCA en función de si hay o no elevación del segmento ST. La elevación del 
segmento ST del ECG indica que se trata de un infarto agudo de miocardio (IAM), mientras que 
el segmento ST sin elevación puede deberse a un IAM o bien a AI (Figura I1).11, 13
En la mayoría de los pacientes de SCA el trombo es parcialmente oclusivo u oclusivo sólo 
transitoriamente, por lo que resulta en isquemia coronaria sin elevación del segmento ST (AI 
y SCASEST). El AI y SCASEST se diferencian principalmente por la severidad, en función de si la 
isquemia se prolonga el tiempo suficiente para provocar daños en la estructura del  miocardio 
y la liberación de marcadores de necrosis miocárdica (Figura I1). Los marcadores más comunes 
son la troponina I (TnI), la troponina T (TnT) o la CK-MB (isoforma de la enzima Creatinquinasa 
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específica de miocardio).11, 13, 16 En la AI la isquemia no es severa ni prolongada (normalmente 
menos de 20 minutos) y se produce en reposo. En el SCASEST la interrupción dura más tiempo 
(normalmente 1-2h), aunque el miocardio puede estar protegido por circulación colateral desde 
otros vasos, lo que reduce la isquemia y la necrosis del tejido miocárdico.11, 13 
En el IAM con elevación del segmento ST (SCACEST) el trombo intracoronario ocluye 
completamente el vaso y no hay circulación colateral, la duración de la isquemia es más 
prolongada y el alcance de la necrosis es mayor. La mayoría de los pacientes que presentan esta 
elevación del segmento ST manifiestan luego ondas Q de necrosis pronunciadas en el ECG y 
terminan por ser diagnosticados de infarto de miocardio con persistencia de la onda Q (Figura 
I1).11, 13 Así, el SCACEST es el SCA de mayor severidad y en el que se presenta una mayor necrosis 
miocárdica (Figura I1). 
1.1.2. Cardiopatía isquémica.
La isquemia cardíaca se define como la situación en la que el corazón recibe un aporte 
sanguíneo inadecuado para mantener sus funciones esenciales, con la consecuente carencia  de 
oxígeno. Los SCA son los principales responsables de la mortalidad por cardiopatía isquémica, 
de manera directa o indirecta. La cardiopatía isquémica constituye un problema sanitario 
importante en los países occidentales. Según la OMS, en 2008 las cardiopatías isquémicas 
ocupaban el primer lugar entre las causas de muerte a nivel mundial.
1.1.3. Causas de cardiopatía isquémica.
Existen numerosas causas de isquemia miocárdica, pero la más frecuente es la 
aterosclerosis coronaria.  Otra causa de gran importancia es la disfunción endotelial que 
produce el vasoespasmo coronario. Causas menos comunes de isquemia miocárdica incluyen la 
inflamación de las arterias coronarias con trombosis, la anemia severa y la hipotensión severa.
A. Aterosclerosis.
La aterosclerosis es una enfermedad inflamatoria crónica caracterizada por el 
estrechamiento progresivo de las arterias. Este estrechamiento se produce por engrosamientos 
focales asimétricos en la capa íntima de la pared arterial que disminuyen la elasticidad de los 
vasos denominados placas ateroscleróticas  (Figura I2).121 Es un proceso patológico de origen 
multifactorial que, esencialmente, está compuesta por dos fenómenos interrelacionados: 
la aterogénesis, que consiste en una acumulación focal de lípidos intra y extracelulares, 








la placa de 
ateroma, desde 
las primeras 
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trombosis.
el endurecimiento cicatricial de la pared arterial caracterizado por el aumento del número de 
miocitos, distrofia de la matriz extracelular, calcificación, necrosis e infiltración inflamatoria.289 
Las placas ateroscleróticas están constituidas por células inflamatorias, células musculares 
lisas, elementos del tejido conectivo, lípidos y depósitos de calcio.121, 265 Todos los aspectos de 
la formación de la placa y de la progresión de la aterosclerosis están asociados a respuestas 
inflamatorias.265 La aterosclerosis comienza con el daño en el endotelio, causado típicamente 
por hiperlipidemia, hipertensión arterial, diabetes o tabaquismo y ocurre preferencialmente 
en zonas determinadas del árbol arterial, como son los puntos de ramificación de la arteria 
coronaria.258, 319 Una vez que hay disfunción endotelial, ocurren dos fenómenos concurrentes: 
cuando existe una concentración elevada en el plasma de lipoproteínas aterogénicas, 
principalmente las  lipoproteínas de baja densidad (LDL),  se produce el depósito de colesterol 
en el espacio subendotelial, donde las LDL son modificadas mediante oxidación (oxLDL) por las 
especies reactivas de oxígeno.291 Este depósito induce en las células endoteliales la expresión de 
moléculas de adhesión (selectinas e integrinas) y de factores quimiotácticos, como la proteína 
quimiotáctica  de monocitos-1 (MCP-1), capaz de atraer diversas células inflamatorias, como 
monocitos, linfocitos T y células dendríticas.265, 281 Aunque inicialmente se trata de un mecanismo 
de defensa del endotelio, finalmente contribuye a la generación y el desarrollo de la lesión 
ateromatosa. 
Entre las células inflamatorias, los monocitos son los primeros en ser atraídos por las 
quimioquinas, migran a la íntima y se diferencian a macrófagos en respuesta al factor estimulador 
de colonias de macrófagos (M-CSF) y al oxLDL.175 Este proceso de diferenciación incluye un 
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incremento en la expresión de receptores para las oxLDL, mediante los cuales captan el oxLDL y 
desechos de células apoptóticas ricas en colesterol. De este modo, los macrófagos se cargan de 
lípidos, transformándose en células espumosas que, finalmente, mueren vertiendo su contenido 
lipídico en el tejido subendotelial.175, 265 
La evolución de la lesión implica la migración de células musculares lisas a la zona, donde 
depositan proteínas de la matriz extracelular (fundamentalmente colágeno) formando una 
cubierta fibrosa protectora sobre la lesión (Figura I2).264 Las placas ateroscleróticas estables 
pueden complicarse por la ruptura de esta cubierta fibrosa. Una de las causas de rotura 
es la degradación que se produce por la secreción de metaloproteasas de la matriz (MMPs) 
por los macrófagos.104, 276 La exposición del núcleo lipídico de la placa desestabilizada es 
altamente trombogénico ya que es rico en factor tisular (proteína que activa la vía extrínseca 
de la cascada de coagulación). De este modo se desencadenará la trombosis, favorecida por la 
disfunción del endotelio vascular que habrá perdido su capacidad anti-trombótica,14 causando 
oclusiones vasculares agudas 85 (Figura I2). Si esto sucede en la circulación coronaria resulta en la 
manifestación de un SCA.19, 102, 328 Existen varios factores de riesgo que favorecen la rotura de la 
placa y la aparición del SCA, como la elevación de los niveles plasmáticos del colesterol asociado 
a las proteínas LDL, el descenso de los niveles plasmáticos del colesterol asociado a lipoproteínas 
de alta densidad (HDL), el tabaquismo, la hipertensión o la hiperglucemia.327
B. Disfunción Endotelial.
El aumento de la permeabilidad, controlado principalmente por la estabilidad de las 
uniones endoteliales, es un suceso temprano en el deterioro de la integridad vascular en los 
trastornos isquémicos.34, 111 El endotelio regula el tono vascular, la actividad de las plaquetas, 
la adhesión de leucocitos y la angiogénesis mediante la producción de óxido nítrico y otros 
factores reguladores.25 Sin embargo, cuando hay factores de riesgo coronario puede ocurrir 
una disfunción endotelial, caracterizada por la reducción de las funciones de vasodilatación, 
aumento de la vasoconstricción y por una actividad inflamatoria y pro-trombótica crónica, lo que 
produce un daño en la pared arterial.172 Estos factores de riesgo, tales como hipoxia, exposición 
a citoquinas, endotoxinas, colesterol y estrés hemodinámico, activan las células endoteliales 
potenciando la vasoconstricción, la coagulación, la adhesión de leucocitos y la proliferación de 
células musculares lisas, lo que favorece la aterosclerosis.11, 12 
Además del papel en la aterosclerosis, la disfunción endotelial promueve la vasoconstricción 
patológica en respuesta a situaciones que provocan isquemia, como el estrés físico o emocional, 
causando una oclusión parcial o total de la arteria, con una consecuente isquemia tisular.334 
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1.1.4. Efectos de la isquemia.
Después de un episodio isquémico, el tejido miocárdico puede recuperarse si se 
restaura el flujo sanguíneo en un intervalo de 15 a 20 minutos. Esta reperfusión miocárdica, 
ya sea espontánea o terapéutica, propicia la llegada de sangre y nutrientes, con lo que limita 
la extensión del IAM. Sin embargo, a pesar de sus claros beneficios, la reperfusión miocárdica 
exacerba el daño celular 333 ya que induce la liberación de radicales libres de oxígeno, inflamación 
y disfunción microvascular, situaciones que pueden condicionar un daño funcional y estructural 
en el miocardio.217 Por otro lado, si la duración de la isquemia es mayor, se produce necrosis 
causando un aumento en el estrés mecánico de la pared, lo que desencadena un mecanismo 
compensatorio denominado remodelación cardiaca.235, 249 Durante la remodelación se producen 
cambios en el tamaño, en la forma y en la función del corazón, regulados por factores mecánicos, 
neurohormonales (como la activación del sistema renina-angiotensina) y genéticos.249, 266 Entre 
estas respuestas adaptativas se encuentran la dilatación de la cámara del corazón, la hipertrofia y 
la apoptosis de los cardiomiocitos o cambios en la composición y distribución de los componentes 
de la matriz extracelular, principalmente el colágeno, generando la fibrosis que se extiende hasta 
la región no infartada. 
La remodelación post-IM se ha dividido en una etapa temprana (primeras 72h) y una etapa 
tardía (después de las 72h). La fase inicial conlleva la reparación de la zona necrosada y la expansión 
de la zona de infarto. En este punto, la cicatrización del miocardio puede considerarse hasta cierto 
punto beneficiosa, ya que mejora o mantiene la función del corazón. Sin embargo, en las etapas 
tardías de la remodelación, las zonas no infartadas experimentan una progresiva hipertrofia de 
miocitos y fibrosis intersticial, con lo que se aumenta la masa ventricular y el volumen, afectando 
negativamente a la función del corazón y pudiendo derivar en insuficiencia cardíaca.50 De esta 
manera, el proceso de remodelación iniciado como una respuesta compensatoria al daño y al 
estrés mecánico, se convierte lentamente en un proceso que conduce a la disfunción ventricular 
progresiva.235 Así, la remodelación cardiaca está unida a la progresión hacia el fallo cardiaco y se 
asocia a una peor prognosis en los pacientes que sobreviven a un IM.322
1.1.5. Papel del Sistema Inmune en la patogénesis del SCA.
Hay cada vez más evidencias que apoyan el papel patogénico de la inflamación en el 
SCA.158, 223, 312 Las células del sistema inmune tienen protagonismo en el desarrollo de la placa 
aterosclerótica, ya que son predominantes en las lesiones ateroscleróticas tempranas y sus 
moléculas efectoras aceleran la progresión de la lesión.121 Además, se ha demostrado que la 
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inflamación es esencial en la rotura de la placa.312 Así, se ha observado que las placas inestables 
presentan mayor infiltración de macrófagos, linfocitos T y células musculares lisas activadas 
que las estables.265, 312 Además, estos procesos inflamatorios locales pueden liberar citoquinas 
y otros reactantes inflamatorios de fase aguda a la circulación.178,63, 64 Estos niveles elevados de 
marcadores bioquímicos inflamatorios se han asociado a un aumento del riesgo de eventos 
cardíacos adversos graves en pacientes de SCA,177, 178 pudiendo causar síndrome de respuesta 
inflamatoria sistémica (SRIS), una manifestación clínica de inflamación sistémica que se produce 
en numerosas condiciones como en infecciones.52, 173 En este contexto, hay evidencias de que 
procesos infamatorios independientes,  a parte de la inflamación local, podrían estar implicados 
en la patogénesis del SCA.300 
Por otro lado, el sistema inmune no sólo está implicado en el desarrollo del SCA, sino 
también en la resolución del episodio coronario. Prácticamente todos los aspectos de la 
remodelación ventricular, incluyendo la formación de tejido cicatricial, la hipertrofia y apoptosis 
de los cardiomiocitos, la degradación de la matriz intersticial, el depósito de colágeno y la 
dilatación de la cámara ventricular, han sido asociados a la respuesta inflamatoria.96 Después 
del daño isquémico, determinados productos resultantes de la necrosis del miocardio son 
liberados, iniciando la respuesta inmune innata al activar vías de señalización como los TLRs 
(Toll like Receptors) o el complemento, de modo que las células inflamatorias son atraídas a 
la zona dañada del miocardio.245 Debido a esta activación del sistema inmune innato, durante 
varias horas se sobre-expresan citoquinas y quimioquinas que atraen a las células inflamatorias, 
incluyendo neutrófilos y macrófagos, hacia la zona infartada del corazón. 
Dentro del conjunto del sistema inmune, los monocitos/macrófagos (Mφ)  desempeñan 
una función esencial en todas las fases del SCA, desde el inicio de la lesión aterosclerótica hasta la 
posible rotura de la placa 237 y el desencadenamiento del IAM. Así, se ha comprobado que existe 
una mayor presencia de macrófagos en las placas responsables de un SCA y que los macrófagos son 
las células de respuesta más importantes en la reparación del corazón tras el IAM.85 La activación 
de vías inflamatorias por el IAM induce la rápida infiltración de Mφ en el miocardio infartado, 
debido a mediadores quimiotácticos como el CCL2 o el factor de crecimiento transformante-β 
(TGF-β). Los macrófagos infiltrados desempeñan múltiples funciones en el corazón infartado. 
Por un lado, son responsables de la eliminación de desechos y de los cardiomiocitos necróticos 
y los neutrófilos apoptóticos. Son así mismo fuente de citoquinas y factores de crecimiento 
que regulan el crecimiento de fibroblastos y la angiogénesis.227 Por último, contribuyen a la 
remodelación de la matriz extracelular con la producción de MMPs y sus inhibidores.227
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Hay cada vez más evidencias que sugieren que defectos en las vías que regulan la 
supresión, resolución y  la contención de la respuesta inflamatoria después del infarto, tienen 
como resultado una remodelación adversa del corazón infartado.75, 132, 149  Una inflamación 
temprana excesiva puede aumentar la degradación de la matriz causando la ruptura cardiaca. 
La prolongación de la inflamación puede entorpecer el depósito de colágeno dando lugar a la 
formación de una cicatriz que reduce la resistencia de tracción, aumentando así la dilatación 
de la cámara. El aumento excesivo de mediadores pro-inflamatorios puede activar vías pro-
apoptóticas induciendo una mayor pérdida de cardiomiocitos. Finalmente, el fallo en la 
contención de la reacción inflamatoria puede extender la infiltración de células inflamatorias 
a zonas no infartadas, aumentando la fibrosis y empeorando la función sistólica. Por otro lado, 
las terapias inmunosupresoras con corticosteroides  resultaron en un aumento de incidentes 
fatales, como la ruptura cardiaca,120, 261 lo que sugiere que una respuesta inmune controlada 
es un prerrequisito para una reparación cardiaca adecuada después del IM. En este contexto, 
el perfil inflamatorio de los macrófagos infiltrados debe ir cambiando a lo largo del proceso 
de reparación. Así, después de una primera fase pro-inflamatoria se debe inhibir la síntesis de 
quimioquinas y citoquinas para prevenir el exceso de inflamación. Al mismo tiempo, se debe dar 
un cambio desde la respuesta de fagocitosis y eliminación de deshechos hacia un fenotipo que 
promueva la reparación del tejido y la cicatrización.225 
Por tanto, a pesar de que los macrófagos no son fácilmente accesibles en la placa 
aterosclerótica coronaria en humanos, es posible centrarse en sus precursores, los monocitos 
de sangre periférica. Estas células están expuestas al mismo ambiente fisiopatológico que el 
lumen vascular, por lo que pueden servir de sensores del daño en los vasos. Además, el tipo 
de respuesta inflamatoria que exhiben los macrófagos en la lesión podría ser ya patente en sus 
precursores circulantes. Por otro lado, determinadas poblaciones de células espumosas parecen 
ser capaces de migrar desde las placas ateroscleróticas hasta el torrente sanguíneo.108, 244 Por 
consiguiente, el análisis del perfil inflamatorio de los monocitos de sangre periférica podría 
mejorar nuestros conocimientos sobre el papel de los macrófagos en el proceso aterosclerótico 
así como su correlación con los distintos estadios clínicos del SCA.
1.2. Sistema Inmune Innato.
El sistema inmunitario está formado por un conjunto de células, órganos especializados y 
mecanismos que protegen al organismo de infecciones y agresiones mediante la identificación 
y eliminación de agentes patógenos o dañinos. Según el tipo de respuesta que predomine, el 
sistema inmune se divide en inmunidad innata y adaptativa. Ambas respuestas se diferencian 
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por ejemplo en los mecanismos o los tipos de receptores utilizados para el reconocimiento 
antigénico o en los tipos celulares efectores. 
El sistema inmune innato fue descrito por primera vez hace más de un siglo y está 
presente en todos los microorganismos multicelulares.321 La inmunidad innata representa la 
primera barrera defensiva del organismo frente a diferentes agresiones tales como quemaduras, 
intervenciones quirúrgicas o infecciones, y no requiere sensibilización previa.279 En este tipo de 
inmunidad intervienen las barreras físicas y químicas (epitelio y las sustancias antimicrobianas 
producidas en las superficies epiteliales), proteínas plasmáticas (sistema de complemento, 
proteínas de fase aguda) y varios tipos celulares como las células NK (Natural Killer), neutrófilos, 
células dendríticas y los Mφ.263 
Las células del sistema inmune innato son capaces de reconocer estructuras altamente 
conservadas denominadas patrones moleculares asociados a patógenos (PAMP) y son las que 
inician muchas de las respuestas adaptativas.201 Las células dendríticas y los Mφ internalizan y 
procesan los antígenos, exponiendo los productos obtenidos a través de las moléculas de MHC 
de clase II. El complejo MHC-II-antígeno es reconocido por los linfocitos T, iniciando la respuesta 
adaptativa. El reconocimiento del patógeno por las células dendríticas y los Mφ activa vías de 
transducción de señales que inducen la liberación de citoquinas como las interleuquinas (IL)-1β, 
IL6, IL8, IL12 y el factor de necrosis tumoral-α (TNFα). Se induce además la secreción de otras 
moléculas como la enzima activadora de plasminógeno, radicales de oxígeno, peróxido, factor 
activador de plaquetas, óxido nítrico y mediadores lipídicos de inflamación (prostaglandinas y 
leucotrienos).99 Por tanto, el tipo de activación de la célula presentadora de antígeno es crítica a 
la hora de determinar el tipo de respuesta. Si la célula presentadora de antígeno secreta IL12 e 
IL18, se incrementa la función citotóxica de células NK y linfocitos T CD8+,100, 251, 299 estimulándose 
la secreción de IFN-γ por células T y NK y el desarrollo de respuestas adaptativas Th1.251 Si por 
el contrario se secretan IL4 e IL10, se induce la respuesta Th2 y la síntesis de anticuerpos.187, 213 
1.2.1. Monocitos y Macrófagos.
En la respuesta del sistema inmune innato los macrófagos, los macrófagos tisulares y 
sus precursores circulantes, los monocitos, juegan un papel clave.162 Los Mφ participan en la 
respuesta innata reconociendo al patógeno, actuando como fagocitos e interconectando con el 
sistema adaptativo como células presentadoras de antígenos.305
Los Mφ son una de las poblaciones celulares más dinámicas y heterogéneas del sistema 
inmune, lo que les permite responder eficientemente a los diferentes microambientes 
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Figura I3. Polarización 
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tisulares.214 Los Mφ se clasifican de forma general en dos grupos: M1 y M2 (Figura I3). Los Mφ 
activados clásicamente o M1 son inducidos por IFN-γ, lipopolisacárido (LPS) o TNFα. Estos 
Mφ son efectores pro-inflamatorios, capaces de producir grandes cantidades de citoquinas 
pro-inflamatorias como IL12, TNFα, IL6 e IL1β, tienen funciones bactericidas y promueven 
una respuesta adaptativa Th1.68, 69 Por el contrario, la activación alternativa o M2, que incluye 
diferentes fenotipos solapados (M2a, b, c, d), son aquellos Mφ activados de cualquier otra forma 
que no sea M1, siendo la más común la activación por IL4/IL13 o IL10 (Figura I3).116, 192 Los Mφ 
con activación M2 en general se identifican por la producción de factores anti-inflamatorios (ej. 
IL10, TGF-β, CCL18)192 y por la expresión del receptor depurador o scavenger CD163.38, 112, 290, 
293 Dependiendo de la sub-clasificación, las células M2 tienen características diferentes. En el 
caso de la activación M2a y M2b, promueven una respuesta adaptativa Th2, mientras que  los 
M2c están involucrados en la resolución de la inflamación y  la reparación del tejido.68, 69 Por 
otro lado, los macrófagos M2d, también denominados macrófagos asociados a tumores (TAMs), 
contribuyen a la tolerancia a tumores.189
Sin embargo, aunque este modelo clasifica los fenotipos de activación observados, es 
importante considerar que subestima la complejidad in vivo, donde existe una alta diversidad 
de estados de Mφ activados en respuesta a diferentes estímulos y ambientes, conformando 
un rango continuo de activación. En este contexto, se han descrito Mφ con fenotipos 
intermedios o solapantes. Por ejemplo, el análisis del transcriptoma de monocitos infectados 
con citomegalovirus humano presentan una polarización M1-M2 atípica, con tendencia a M1 
pero expresando genes M2 como IL10, CCL18 o CCL22.58 Del mismo modo, macrófagos del tejido 
adiposo de ratones obesos tienen un perfil mixto, con sobre-expresión de genes característicos 
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tanto de M1 como de M2.278 Por otro lado, se han descrito cambios en el fenotipo de los Mφ 
durante el curso de diversas patologías como cáncer, sepsis y obesidad.28, 29, 184 De esta manera, 
los fenotipos M1 y M2 representan los extremos de un amplio espectro de estados de activación 
dependiendo de las señales del entorno.115, 214 
1.2.2. Receptores tipo Toll (TLRs).
Hasta que a mediados de la década de los 90 se descubrieron los receptores tipo Toll 
(TLR) en humanos, se creía que la inmunidad innata reconocía los patógenos de manera no 
especifica.199, 297 Los receptores Toll se describieron inicialmente en la mosca de la fruta Drosophila 
melanogaster como moduladores de la polarización dorso-ventral durante el desarrollo 
embrionario. Posteriormente, se demostró que los Toll eran parte fundamental de la respuesta 
inmune de la mosca adulta en la defensa frente a infecciones bacterianas y fúngicas.171 Hasta el 
momento se han identificado 10 receptores TLR funcionales en humanos que desempeñan un 
papel crucial en la inmunidad innata.147 Los TLRs son capaces de identificar a una gran variedad 
de antígenos ya que reconocen estructuras altamente conservadas o PAMP que son expresadas 
por diferentes microorganismos, como bacterias, hongos, protozoos y virus. 
Los TLRs son proteínas transmembrana tipo I que presentan un dominio extracelular 
con repeticiones ricas en leucinas (LRR) formando una estructura cóncava implicada en el 
Figura I4. Reconocimiento de PAMPs por los TLRs. Tras el reconocimiento del ligando específico, 
diferentes proteínas adaptadoras median la activación de los factores de transcripción NF-kB o IRF. 
Todos los TLRs, menos el TLR3, señalizan a través de la proteína adaptadora MyD88 (flechas azules). 
El TLR3 señaliza por la vía de TRIF (flechas rojas). El TRL4 señaliza por ambas vías, y se ha propuesto 
que la señalización vía MyD88 se asocia con una actividad en etapas tempranas del factor NF-κB, 




reconocimiento de patógenos.8 Poseen un dominio citoplasmático conservado crucial para la 
señalización denominado TIR (Toll/IL-1R).85, 86 Los TLR se expresan en un amplio rango de tipos 
celulares como Mφ y células dendríticas. 
Los TLRs responsables de la detección de productos bacterianos y ligandos endógenos 
(TLR1, TLR2, TLR4, TLR5 y TLR6) se localizan en la membrana plasmática (Figura I4). Aunque la 
mayoría de los TLRs funcionan como homodímeros, el TLR2 forma heterodímeros con TLR1 y TLR6, 
lo que permite reconocer una alta variedad de componentes microbianos como peptidoglicanos 
(PGN), ácido lipoteicoico de bacterias Gram positivas o zimosan de hongos. Los TLR también 
dependen para su función de otros co-receptores, como en el caso del TLR4 que requiere de la 
proteína soluble MD2 para el reconocimiento del LPS de la pared de bacterias Gram negativas. 
El TLR5 reconoce la flagelina, constituyente de los flagelos bacterianos.147 Los TLRs que detectan 
los componentes virales (TLR3, 7, 8 y 9) se localizan intracelularmente en la membrana de los 
endosomas (Figura I4). El TLR3 reconoce el ARN de doble cadena y productos sintéticos como 
el ácido poliinosinico:policitidilico (Poly I:C). El TLR7 y TLR8 participan en el reconocimiento de 
virus a través de ARN de cadena simple. El TLR9 es esencial en la respuesta al ADN bacteriano, 
reconociendo los motivos CpG sin metilar característicos de los procariotas.147
La interacción ligando-receptor desencadena una cascada de señalización en la que 
intervienen varias proteínas adaptadoras que se pueden clasificar principalmente en dos rutas: 
vía MyD88-dependiente, común a todos los receptores TLR excepto al TLR3, y la vía MyD88-
independiente, propia de TLR3 y de TLR4 (Figura I4).147 
1.2.3. Señalización asociada a TLR4.
De todos los TLRs, el TLR4 es de los primeros miembros de la familia Toll que se identificó 
en mamíferos y el que mejor se ha caracterizado.199 Este receptor se encuentra expresado en 
células endoteliales, monocitos, macrófagos, neutrófilos y células dendríticas.147, 202 Se han 
descrito numerosas patologías asociadas a mutaciones o polimorfismos en este receptor, como 
la malaria,205 la susceptibilidad a infección por meningococo 84 o respuestas diferenciales a 
endotoxemia sistémica, 42 lo que pone de relieve la importancia del TLR4 en la respuesta inmune 
innata. 
El TLR4 se localiza en la membrana plasmática y es esencial para la respuesta frente al 
LPS,  componente principal de la superficie externa de bacterias Gram negativas. El LPS se une 
a la proteína de unión a LPS (LBP) presente en el plasma y a la proteína CD14 localizada en la 
superficie de los Mφ y células dendríticas. Tras la interacción del LPS con el TLR4, asociado a su 
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vez con CD14 y MD-2,183 se induce el reclutamiento de las moléculas adaptadoras MyD88 y TRIF 
al dominio intracelular de TLR4 (Figura I4).7 La proteína MyD88 recluta y activa a IRAK-4 (IL-1R 
Associated Kinase-4),295 e IRAK-4 es responsable del  posterior reclutamiento y fosforilación de 
IRAK-1. Esto provoca inestabilidad energética en el complejo iniciador induciendo su disociación 
de MyD88. A continuación, IRAK-1 e IRAK-4 interactúan con la molécula adaptadora TRAF-6 
(TNF Receptor-Associated Factor-6), dando lugar a la activación de dos tipos de cascadas de 
señalización: la del complejo de quinasas inhibidor de IκB (IKK), que termina en la activación 
de NF-kB, y la vía de las MAPKs. Por un lado, las MAPKs pueden activar la vía del factor de 
transcripción AP-1 (Activation Protein-1) mediante la activación de ERK1/2 (Elk-Related Tyrosine 
Kinase). 
Por otro lado, los distintos miembros de la familia NF-kB (p65/RelA, p50, c-Rel, RelB y p52) 
pueden combinarse entre ellos formando homo o heterodímeros cuya capacidad transcripcional 
varía según la composición de los complejos.128 En la señalización canónica de NF-kB participan 
los heterodímeros p65/p50, que en células no estimuladas se encuentran secuestrados en el 
citoplasma formando un complejo con la familia de proteínas inhibidoras IkB (IkBα, β, ε).128 Tras el 
estímulo inflamatorio, la activación del complejo IKK conduce, por mecanismos de fosforilación y 
ubiquitinación, a la degradación de las IkB en el proteasoma.  Los heterodímeros p65/p50 libres 
se translocan al núcleo e inducen la transcripción de genes inflamatorios, tales como TNFα, IL1β, 
IL6, IL12.147,87 
En la vía MyD88-independiente, la señalización a través de TRIF además de activar la 
transcripción de genes mediada por NF-kB, conduce a la activación de los factores de transcripción 
IRF3 (Interferon Regulatory Factor 3) y STAT1 (Signal transducer and activator of transcription 1), 
los cuales a su vez inducen la expresión de IFN-β y de genes inducibles por interferón como las 
quimioquinas CCL5 y CXCL10, IRF-1, IP-10 o VCAM-1. Esta vía se descubrió observando que el 
LPS era capaz de provocar una respuesta en ratones deficientes en MyD88 aunque más lenta 
comparada con la respuesta en ratones normales.146, 304 
Ambas vías parecen estar  interconectadas. Se ha propuesto que, al estimular con LPS, 
la señalización vía TLR4/MyD88 se asocia con una activación temprana del factor NFκB y de 
la vía de las MAPKs, mientras que la vía TRL4/TRIF parece estar relacionada con la actividad 
transcripcional tardía de NFκB y MAPKs.330
Además del reconocimiento del LPS, el receptor TLR4 también se ha implicado en el 
reconocimiento de otros ligandos como el taxol o ligandos endógenos como las proteínas de 
choque térmico HSP60 y HSP70,236 el fibrinógeno,282 el ácido hialurónico (HA),273 la fibronectina 114 
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y las β-defensinas.147 Este fenómeno ha hecho pensar en su posible implicación en el desarrollo 
de tolerancia periférica y procesos autoinmunes.79 
1.3. Teoría del peligro.
Tradicionalmente se creía que el sistema inmune sólo era capaz de discriminar entre lo 
propio y no-propio y activar la inmunidad innata en respuesta a las bacterias y otros patógenos. 
Sin embargo, aunque este modelo es válido para explicar la activación inmune y la inflamación 
producida por patógenos o por el rechazo a los trasplantes, falla a la hora de explicar la 
inflamación que ocurre en el trauma o la autoinmunidad, en los cuales no hay agentes extraños. 
Para resolver este vacío, en 1994 Polly Matzinger  propuso la «teoría del peligro», según la cual el 
sistema inmune es capaz de discriminar entre lo propio y no-propio y, además, distinguir señales 
de alarma o peligro liberadas por los tejidos lesionados, como aquellos expuestos a patógenos, 
toxinas, daño mecánico y muerte por necrosis.195 Según este modelo, la iniciación de la respuesta 
inflamatoria ocurre tanto en respuesta a patrones moleculares asociados a patógenos como a 
determinados componentes celulares que se liberarían de las células dañadas, tanto durante las 
infecciones, como durante procesos estériles.196 
La teoría del peligro ha sido respaldada por el hallazgo de multitud de señales de alarma 
endógenas. En el año 2000 se publicó el primer artículo sobre una señal endógena de peligro, 
la proteína de choque térmico HSP60, que inducía una respuesta pro-inflamatoria mediada por 
el TLR4.233 Posteriormente se han descrito otras como el ADN, el ARN, proteínas de choque 
térmico, el interferón alfa (IFN-α), o el HA. Estos hallazgos indican que el sistema inmune innato 
posee mecanismos capaces de identificar el daño celular al detectar la presencia de un conjunto 
de moléculas que sólo se exponen como consecuencia de la muerte celular. Estos ligandos 
endógenos se han denominado patrones moleculares asociados a peligro (DAMPs del inglés 
Danger Associated Molecular Patterns).275 En condiciones normales, estos ligandos endógenos 
y sus receptores están localizados en diferentes compartimentos celulares de forma que no 
puedan interaccionar entre sí, permaneciendo de este modo invisibles al sistema inmune. Sin 
embargo, en condiciones patológicas los DAMPs son liberados de los tejidos dañados, bien de 
forma pasiva como sucede en las células necróticas, o bien activamente mediante su secreción o 
exposición en la capa externa de la membrana celular en aquellas células que presentan daños. 
Los DAMPs también se originan por la degradación de la matriz extracelular (ej, HA, heparan 
sulfato). Por otro lado, se ha descrito que incluso las células apoptóticas, como los condrocitos 
hipertróficos, pueden liberar ligandos endógenos de los TLRs.301 
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A pesar de que ha habido importantes avances en nuestra comprensión de cómo los 
patógenos desencadenan la inflamación, se conoce mucho menos acerca de este proceso en 
situaciones estériles. El conjunto de los DAMPs endógenos es estructuralmente muy diverso y, 
sin embargo, hay cada vez más evidencias de que el sistema inmune innato puede reconocerlos 
de manera similar y estimular la respuesta inflamatoria estéril a través de vías comunes. Los 
DAMPs endógenos tienen la capacidad de afectar la función de las células del sistema inmune 
innato, como células presentadoras de antígeno (células dendríticas y Mφ),106 eosinófilos 
154, 181, 270 y neutrófilos,339 alterando su maduración, su estado de activación o su capacidad 
presentadora de antígenos. Cabe destacar que los DAMPs son capaces de estimular a los Mφ en 
ratones deficientes en linfocitos, lo que confirma que este proceso no depende de la respuesta 
adaptativa.156 
Los DAMPs son reconocidos por receptores de reconocimiento de patrones (PRR) tanto en 
membrana como en citoplasma, como los TLRs, los receptores tipo NOD (NLRs), los receptores 
tipo RIG-I (RLRs) y los receptores purinérgicos.8, 238 En muchos casos son los mismos receptores que 
reconocen los PAMPs, lo que apoya la observación de que las respuestas inflamatorias estériles 
son semejantes a las respuestas que se dan durante una infección, con un perfil de producción 
de citoquinas y quimioquinas similar.147, 207, 262 Una vez activados, los PRRs desencadenan vías de 
Figura I5. DAMPs endógenos. Se han descrito numerosas moléculas endógenas capaces de actuar 
como DAMPs. Son liberadas por el daño celular (flechas azules), activamente por células en condiciones 
de estrés (flechas verdes) o por daño en la matriz extracelular (flechas moradas). Recientemente, la 
mitocondria está emergiendo como una fuente de numerosos DAMPs (flechas rojas).
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señalización específicas, de las cuales las mejor estudiadas son las vías pro-inflamatorias que 
activan NF-kB en respuesta a la mayoría de los TLRs, a NOD1 y NOD2 y a los RLRs, así como la 
activación del inflamasoma por los NRL y RLRs y el interferón tipo I.81, 147, 179 Recientemente se 
han identificado nuevos PRRs que detectan ADN intracelular extraño, como AIM2, IFI16 y ZBP1/
DLM1.22 Además de inducir una respuesta inflamatoria, la señalización de los DAMPs endógenos 
a través de los TLRs se ha asociado a la reparación de tejidos.151 En condiciones de daño e 
inflamación estéril, moléculas endógenas como el HA 117, 118 o el HMGB165, 239, son liberadas y 
regulan las respuestas del sistema inmune para la resolución de la inflamación y la reparación 
de tejidos.136, 140
Los DAMPs se pueden clasificar en diferentes sub-grupos en función de su localización o 
de su liberación (Figura I5): 106
• DAMPs en la membrana plasmática que son expuestos de novo o bien aumentan su 
expresión: calreticulina, proteínas de choque térmico, fosfatidilserina.
• DAMPs que son secretados o liberados al espacio extracelular: HMGB1 (High Mobility 
Group Box 1), IL1a, ATP, ADN.
• DAMPs derivados de la membrana extracelular: HA, Heparan sulfato, Fibronectina.
• DAMPs que son originados como productos finales de degradación: ácido úrico.
• DAMPs derivados de mitocondrias.
1.3.1. DAMPs derivados de mitocondrias.
Recientemente, se ha descrito que las mitocondrias son una fuente de DAMPs endógenos.6, 
55, 339 Debido al origen endosimbionte de las mitocondrias, los componentes mitocondriales 
tienen propiedades inflamatorias únicas. Las mitocondrias mantienen características bacterianas 
como un ADN circular enriquecido en motivos CpG no metilados,45 membrana doble, lípidos de 
membrana únicos (ej. cardiolipina), ausencia de histonas, el uso de un conjunto de ARNt y ARNr 
propio codificado por el genoma mitocondrial o la habilidad de N-formilar los péptidos.118, 269 
Entre los DAMPs mitocondriales que se han descrito encontramos los péptidos N-formilados, 
el ADN mitocondrial (ADNmt) (Figura I5), reconocidos por el receptor de péptidos formilados 
FPR-1 y por el TLR9 respectivamente,56, 254, 339 el citocromo c 253 o la cardiolipina74. Como hemos 
descrito anteriormente, del mismo modo que el resto de componentes celulares, los DAMPs 
mitocondriales también serían liberados por los tejidos dañados en diversas enfermedades.55, 255 
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El aumento del ADNmt en plasma ocurre en gran variedad de patologías, incluyendo sepsis,107 
cáncer,155 meningitis bacteriana,182 la inflamación crónica por VIH54 y el trauma.338, 339 Además, se 
han encontrado elevados niveles de ADNmt libre en el fluido de las articulaciones de pacientes 
de artritis reumatoide y se ha demostrado que induce inflamación in vivo así como artritis 
mediada por Mφ en un modelo murino.51, 339 En este contexto, se ha demostrado que el ADNmt 
induce la fosforilación de la quinasa activada por mitógenos (MAPK) p38 en neutrófilos y que 
esta fosforilación se puede bloquear con oligodeoxinucleótidos que se unen a motivos CpG y 
previenen su interacción con el TLR9.117, 142 
El citocromo c es otro DAMP mitocondrial que se libera de las mitocondrias de células 
apoptóticas o células con necrosis secundaria.6, 137  Como ocurre con el ADNmt, el citocromo c 
también se ha encontrado en la circulación de pacientes en los que ha habido una muerte celular 
masiva, como en pacientes con daño hepático 204, SRIS 1 o IM 255. El citocromo c también actúa 
como DAMP, ya que la inyección intra-articular de citocromo c recombinante induce artritis 
en ratones, acompañada de la acumulación de neutrófilos y macrófagos e induce la activación 
de NF-kB y la liberación de citoquinas y quimioquinas en esplenocitos de ratón.253 Un DAMP 
mitocondrial potencial es la cardiolipina, un fosfolípido abundante en la membrana de bacterias 
Gram negativas y que también se encuentra en la membrana interna de las mitocondrias. Se 
ha descrito que la cardiolipina sufre alteraciones en su localización y conformación durante la 
apoptosis 240 pudiendo llegar a ser expuesta en la superficie celular 105, 287 donde podría funcionar 
como DAMP. De hecho, se encuentran anticuerpos anti-cardiolipina en algunos pacientes con 
el síndrome antifosofolípido o con lupus eritematoso sistémico 309 y la cardiolipina induce la 
respuesta inmune mediada por el receptor CD1d en ratones.74 
Estos componentes de las mitocondrias explican la mayor potencia de las fracciones 
mitocondriales en la inducción de la respuesta inmune innata mediada por los Mφ frente a 
otras fracciones celulares (citoplasma o núcleos).111, 112 Por tanto, la liberación de los antígenos 
mitocondriales en el contexto del daño celular y tisular podría tener importantes implicaciones 
en la perpetuación de la inflamación y en la generación de tolerancia a endotoxinas.
1.4. Tolerancia a endotoxinas.
La tolerancia a endotoxinas es un fenómeno ampliamente observado tanto en la 
investigación básica como en la clínica. El Dr. Paul Beeson fue el primero en identificar el fenómeno 
de la tolerancia a endotoxinas en 1946, describiéndolo como la supresión de la respuesta febril 
en conejos expuestos a dosis repetidas de la vacuna tifoidea.24 Más tarde se demostró que no 
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sólo reducía la fiebre, sino que la pre-exposición a dosis bajas de LPS reducía drásticamente la 
mortalidad en animales re-estimulados después con una dosis letal de LPS.26, 318 Y en estudios 
en ratones, Freudenberg y Galanos demostraron el papel principal de los macrófagos en la 
inducción de la tolerancia a endotoxinas in vivo.98
El fenómeno de la tolerancia a endotoxinas consiste en una respuesta inflamatoria atenuada 
a un segundo estímulo inflamatorio. Inicialmente, el proceso de tolerancia era considerado como 
una inmunosupresión 317 o inmunoparálisis 316, es decir, una carencia de respuesta al estímulo 
inductor. Sin embargo, actualmente se considera un proceso de reprogramación de la respuesta, 
ya que existen numerosos mecanismos moleculares que se activan cuando se produce este 
fenómeno.49, 153 
En el contexto de los Mφ, la tolerancia a endotoxinas se engloba dentro de las respuestas 
anti-inflamatorias denominadas como activación alternativa o M2.246, 250 En el paradigma clásico 
de la tolerancia a endotoxinas en Mφ, un primer estímulo con LPS activa la vía de señalización de 
TLR4 desencadenando la producción de citoquinas pro-inflamatorias (ej. IL6, IL12, IL1β y TNFα) 
o de moléculas antimicrobianas como el óxido nítrico.29 El TNFα es probablemente el principal 
marcador del fenómeno de tolerancia, con un  elevado y rápido pico de producción en respuesta 
a la primera dosis de LPS y una dramática reducción en el estado tolerante.29, 194 Las vías de 
señalización iniciadas por el LPS y por estas citoquinas inducen además la secreción de citoquinas 
anti-inflamatorias como la IL10 o el IL1RA, proporcionando una retroalimentación negativa para 
regular la respuesta inflamatoria, limitando los efectos deletéreos de una inflamación excesiva. 
Hay otros mecanismos que limitan la respuesta pro-inflamatoria a un estímulo posterior, como 
el aumento de reguladores negativos (IRAK-M, MKP1, FLN29, ST2),176, 193, 228 la alteración en la 
activación de NF-kB,49 las modificaciones epigenéticas o los microARNs.20, 92
El regulador negativo IRAK-M (Interleukin-1 Receptor-Associated Kinase-M) es un miembro 
de la familia de las IRAKs que carece de actividad quinasa y que se expresa principalmente en 
células de origen monomielocítico. IRAK-M juega un papel importante en el establecimiento 
y perpetuación del fenotipo tolerante. Se ha observado que la tolerancia a endotoxina es 
significativamente reducida en ratones deficientes para IRAK-M 152 y en estudios de tolerancia in 
vitro en leucocitos humanos se ha demostrado que existe una inducción de IRAK-M durante el 
estado tolerante.310  Por otro lado, en monocitos de pacientes con sepsis la expresión de IRAK-M 
frente al estímulo con LPS ocurre más rápidamente comparado con monocitos provenientes de 
individuos sanos.83 Además,  se ha descrito la sobre-expresión de IRAK-M en diversas patologías 
que presentan periodos de tolerancia a endotoxinas como sepsis,72  SCA,69 cáncer, 68 osteoporosis, 
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286 enterocolitis necrotizante 119 y enfermedades biliares.122 Aunque el mecanismo por el cual 
IRAK-M actúa bloqueando la cascada de señalización aún no se conoce, se sabe que IRAK-M 
se asocia a IRAK-4 203 e IRAK-1,320 lo que sugiere que esta pseudoquinasa impide la disociación 
del complejo IRAK-4/IRAK-1 de MyD88, inhibiendo la formación del complejo IRAK-TRAF-6 y 
bloqueando la vía de señalización.29, 152 
Como se ha descrito anteriormente, los factores de transcripción NF-kB regulan la expresión 
de un gran número de citoquinas, incluyendo TNFα, IL1β o IL6. Sin embargo, a diferencia de las 
células sin estimular, las células tolerantes presentan una activación deficiente de NF-kB.49 Esta 
inhibición está asociada a diferentes mecanismos. Por un lado, se ha descrito que existe una 
depleción del NF-kB latente en el citoplasma (p65 y p50) en células tolerantes a endotoxina, así 
como en pacientes de sepsis severa y trauma.3, 31, 49 Por otro lado, en estos monocitos de pacientes 
de trauma y sepsis, así como en Mφ in vitro con tolerancia al LPS, se ha descrito una aumento de 
homodímeros de p50 en relación a los heterodímeros activos p65/p50.3, 341 Estudios posteriores 
en ratones deficientes para  p50 corroboraron el papel central de la subunidad de NF-kB p50 en 
la tolerancia a endotoxina.33 Los homodímeros p50 carecen del dominio de transactivación por 
lo que no pueden iniciar la transcripción al unirse a los promotores. De esta manera, el aumento 
de los homodímeros p50 ejerce un efecto inhibitorio sobre la expresión de genes inflamatorios 
al competir con p65/p50 por los sitios de unión en los promotores de estos genes. Finalmente, 
el aumento de los niveles de las proteínas inhibitorias IkBα también se ha sugerido como parte 
del fenómeno de tolerancia a endotoxinas, ya que mantendrían inactivos en el citoplasma a los 
heterodímeros p65/p50.185, 186 
Por otro lado, la reprogramación epigenética de los Mφ mediante modificaciones de 
la cromatina es otro de los mecanismos implicados en el establecimiento de la tolerancia a 
endotoxinas.92 Se ha descrito que el primer estímulo con LPS induce la metilación de histonas 
en los promotores de citoquinas pro-inflamatorias como TNFα, IL1β e IL12p40 de forma que 
se inhibe la transcripción de estos genes ante un estímulo posterior.92 Recientemente, se ha 
comprobado que los microARNs también juegan un papel clave en la tolerancia a endotoxinas. 
MicroARNs como miR155, miR146 y miR9  se inducen por la señalización a través del TRL4 y 
actúan como reguladores negativos inhibiendo en varios niveles las vías de MyD88 y TRIF.20 
De este modo, gracias a los mecanismos reguladores frente a un segundo estímulo 
con la endotoxina se produce una reducción significativa de la producción de citoquinas pro-
inflamatorias como TNFα, IL6, IL12, IL8,144 mientras que citoquinas anti-inflamatorias como IL10 
o TGF-β se sobre- expresan.49, 97, 256 Por otro lado, la presentación antigénica está alterada en los 
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Mφ tolerantes, debido a la disminución en superficie de moléculas presentadoras de antígeno 
MHC-II como HLA-DQ o HLA-DR.71, 208 En este contexto, se ha descrito la participación de IL10 y 
TGF-β, sobre-expresadas en las células tolerantes, en la disminución de la expresión de moléculas 
MHC clase II y moléculas co-estimuladoras CD86.325 Esta reducción en la expresión de moléculas 
HLA-DR se observa en Mφ de pacientes de sepsis o fibrosis quística.71, 308
1.4.1. Fenómenos de tolerancia cruzada.
El fenómeno de tolerancia a endotoxinas, a diferencia de la tolerancia inmunológica 
específica de antígeno, es un estado de tolerancia inespecífica.29, 47 En este contexto, se ha descrito 
que tanto estímulos pro-inflamatorios endógenos como exógenos, así como la inflamación 
sistémica producida por el choque térmico, hemorrágico o el trauma pueden conducir a este 
estado tolerante, un proceso denominado heterotolerancia o tolerancia cruzada.141, 169, 170 
El término tolerancia cruzada se aplica a todos los casos en los que la tolerancia se 
desarrolla a partir de un estímulo inicial de distinta naturaleza del estímulo posterior.76 Entre 
otros, se ha descrito que el LPS, el ácido lipoteicoico (LTA), el PGN o el Pam3CSK4 (estos 3 últimos 
ligandos de TLR2), inducen tanto tolerancia a una estimulación posterior con el mismo tipo de 
estímulo utilizado para el pre-condicionamiento, así como tolerancia cruzada a la estimulación 
con otros ligandos.63, 169, 271 Sin embargo, aunque se induce un estado tolerante, se han observado 
diferencias entre la tolerancia establecida con bacterias Gram negativas (LPS) y la establecida 
con Gram-positivas. En la tolerancia por Gram positivas, a diferencia de la generada por el 
LPS, no se observan alteraciones en la interacción entre MyD88/TLR o una sobre-expresión de 
homodímeros p50/p50. En este caso, uno de los mecanismos propuestos es el bloqueo de la 
translocación al núcleo del heterodímero p65/p50.37, 76, 271 La generación de tolerancia cruzada 
también se ha observado en la estimulación con citoquinas.  Se ha descrito que el TNFα o la IL1β 
están involucradas en la inducción de la tolerancia a endotoxinas, tanto in vivo como in vitro.95, 
129, 232 
Por tanto, la tolerancia no sólo es un mecanismo específico en respuesta a la inflamación 
por la endotoxina, sino que parece ser un mecanismo de protección frente a una inflamación 
excesiva, resultando en una reprogramación anti-inflamatoria del conjunto del sistema inmune.29
1.4.2. Implicaciones clínicas de la tolerancia.
Si bien la respuesta anti-inflamatoria es un componente esencial para restaurar la 
homeostasis inmune después de un estímulo inflamatorio, un estado anti-inflamatorio 
exacerbado puede resultar en una inmunosupresión y conducir a la muerte del paciente debido 
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a la incapacidad para resolver infecciones secundarias.317 Así, cuadros de inmunosupresión 
exacerbada, como los que pueden observarse en etapas avanzadas de sepsis, están relacionados 
con una mayor susceptibilidad a infecciones secundarias, pudiendo producir la muerte del 
paciente.4, 29, 48 
Además, la tolerancia a endotoxinas no se encuentra restringida sólo a los procesos de 
sepsis.  En estudios previos de otros grupos y de nuestro laboratorio se ha descrito este fenómeno 
en numerosas patologías como trauma, SCA, choque hemorrágico o en fibrosis quística.59, 69, 70, 
148 Y en algunas enfermedades como el síndrome pulmonar agudo o la fibrosis quística, al igual 
que en sepsis, el fenómeno de tolerancia está asociado a una mayor susceptibilidad frente a 
infecciones nosocomiales.49 Estos estudios describen así mismo la existencia de características 
comunes del fenómeno de tolerancia en diferentes enfermedades. Así, los monocitos de 
pacientes sépticos 83 y pacientes con SCA 69 muestran un rápido incremento en los niveles de 
IRAK-M y una disminuida producción de TNFα cuando se exponen ex vivo a LPS. Y en monocitos 
de pacientes con fibrosis quística se observó una débil presentación antigénica y una potente 
capacidad fagocítica,71 características del fenómeno de tolerancia a endotoxinas.29 
En cualquier caso, la inducción de tolerancia cruzada es un mecanismo de gran importancia 
para prevenir la prolongación de una excesiva inflamación. Así, en el complejo ambiente generado 
por el infarto de miocardio, la regulación espacial y temporal de la expresión de citoquinas, 
quimioquinas y factores de transcripción afectará al fenotipo de los Mφ, llevando a la generación 
secuencial de distintas poblaciones. Sin embargo, no hay estudios que describan las funciones 
de las distintas poblaciones de Mφ en este contexto. La mayoría de los estudios se centran en 
el papel de la inflamación en la patogénesis del SCA y, sin embargo, el grado de la inflamación 
es crucial en las complicaciones clínicas que pueden surgir a raíz de un IAM.226 Por ello, en este 







El objetivo general del presente trabajo fue estudiar el efecto que la inflamación aguda 
inicial producida por el infarto agudo de miocardio tiene en la reprogramación del sistema 
inmune, en particular de los monocitos/macrófagos, y su implicación en la generación de 
tolerancia a endotoxina, usando muestras de pacientes de SCA, así como modelos in vitro.
Para ello se establecieron los siguientes objetivos:
Estudio mediante microarrays de la expresión génica de las células mononucleares de 
sangre periférica (CMSP) de pacientes de SCA varias horas después del episodio coronario. 
Estudio del perfil inflamatorio, tanto basal como en respuesta a LPS ex vivo, en monocitos/
macrófagos de sangre periférica de los pacientes de SCA, comparado con voluntarios 
sanos.
Determinación de los posibles factores desencadenantes de dicho perfil inflamatorio en 
pacientes de SCA. 
Estudio in vitro de la capacidad de los factores identificados en pacientes de SCA de inducir 
tolerancia cruzada a distintos TLRs en monocitos/ macrófagos humanos.
Seguimiento de la evolución clínica de los pacientes incluidos en el estudio. Búsqueda 
de nuevos episodios de isquemia y/o infecciones. Correlación con datos moleculares con 
el objetivo de averiguar la posible asociación de las características clínicas, evolución y 
pronóstico con la caracterización molecular.








Todos los reactivos utilizados se compraron a las siguientes casas comerciales: Merck 
(Darmstadt, Alemania), Boehringer (Mannheim, Alemania) y Sigma (San Luis, MO, EEUU). El 
medio de cultivo utilizado fue DMEM (Dulbecco’s MEM) de Invitrogen (Carlsbad, CA, EEUU). El 
medio se suplementó con 100 UI/ml de penicilina, 100 µg/ml de estreptomicina y 10% de suero 
fetal bovino (SFB), todo de Invitrogen (Carlsbad, CA, EEUU). 
El LPS utilizado se aisló de Salmonella abortus, y fue donado por los doctores Chris Galanos 
y Manuel Modollel, del Max Planck Institude für Immunobiologie de Freiburg, Alemania. El PGN 
y el Poly I:C de Invitrogen (Carlsbad, CA, EEUU). El cóctel inhibidor estándar de proteínas utilizado 
fue de Roche Diagnostics (Penzberg, Alemania). 
3.2. Pacientes.
En este trabajo se reclutaron 75 pacientes con SCA admitidos consecutivamente en 
el Servicio de Cardiología del Hospital Universitario de La Paz y que fueron sometidos a una 
angiografía coronaria arterial en el periodo comprendido entre Mayo y Septiembre de 2008. El 
tamaño de la muestra se estimó en base a un trabajo previo de nuestro laboratorio en el que 
se demostraba un aumento significativo de IRAK-M en los monocitos de pacientes con SCA.69 
Asumiendo que el efecto de tolerización de los Mφ de sangre periférica de estos pacientes por 
DAMPs derivados de mitocondrias que se pretendía estudiar sería menor, se decidió aumentar 
el tamaño de la muestra en un 100% respecto a este estudio previo.
De estos pacientes, 45 tenían infarto agudo de miocardio (IAM), de ellos 21 con elevación 
del segmento t (ST) en el electrocardiograma (ECG) y 24 sin elevación del ST. Otros 30 pacientes 
padecían de Angina Inestable (AI). Como control del estudio se incluyeron 20 voluntarios 
sanos (VS) para los estudios bioquímicos y 10 VS para los estudios de mRNA, todos ellos sin 
historia previa de enfermedad coronaria o factores de riesgo cardiovascular y de edades y 
sexo equiparables. Se excluyeron aquellos pacientes con enfermedades inflamatorias agudas 
o crónicas, inmunodepresión, infecciones agudas o crónicas activas, con historial renal, con 
enfermedades hepáticas, que hubieran sido sometidos a cirugía en los 3 meses previos o que 
estuvieran en tratamiento con fármacos inmunosupresores.
Los pacientes con AI se clasificaron por la presencia de dolor torácico sugestivo en reposo 
durante las 6 horas previas, asociado a una depresión transitoria del segmento ST significativa o 
a una prominente inversión de la onda T, o a ambas, y sin aumentos significativos de marcadores 
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de necrosis miocárdica como la Creatinquinasa miocárdica (CK-MB) y la Troponina I (cTnl). Los 
pacientes con IAM se definieron de acuerdo con las directrices del grupo de consenso ESC/ACC 
2000.11 El Síndrome Coronario Agudo sin elevación del ST (SCASEST) se diagnosticó cuando el 
dolor torácico típico de isquemia miocárdica con una duración mayor de 20 minutos estaba 
asociado a  un aumento significativo de los niveles de cTnl (2 veces superior a los niveles máximos 
del rango normal), con o sin depresión del segmento ST o inversión de la onda T en el ECG. El 
Síndrome Coronario Agudo con elevación del ST (SCACEST) se diagnostico por la presencia de 
dolor torácico durante más de 20 minutos, combinado con una elevación del ST en el ECG y con 
aumento en la cTnl.13 Todos los pacientes recibieron los cuidados clínicos estándar según las 
directrices publicadas por la Asociación Americana del Corazón (AHA) y la Sociedad Europea de 
Cardiología (ESC).231  
Todos los pacientes fueron sometidos a angiografía coronaria, bien con carácter de 
emergencia, o bien por un diagnóstico programado durante la hospitalización. Todos los 
pacientes de los 3 grupos fueron diagnosticados con enfermedad de las arterias coronarias (EAC) 
basándose en los angiogramas coronarios. A todos los pacientes con SCACEST se les practicó una 
intervención coronaria percutánea (ICP) dentro de las 12 horas posteriores al comienzo del dolor 
torácico. 
Se practicó una cineangiografía coronaria selectiva desde el acceso vía femoral percutánea 
(Judkins) o braquial (Sones). Se obtuvieron múltiples visualizaciones en todos los pacientes, con 
las arterias coronarias descendente anterior izquierda y circunfleja izquierda visualizadas en 
al menos 4 orientaciones y la arteria coronaria derecha en al menos 2 orientaciones. Todos 
los angiogramas fueron interpretados de manera independiente por 2 o más observadores 
experimentados. 
El grado de estenosis se definió como el mayor porcentaje de reducción en el diámetro 
luminal en alguna de las visualizaciones comparada con el segmento normal más cercano 
(porcentaje del diámetro de la estenosis) y se determinó utilizando la técnica caliper. El Vessel 
Score indica el numero de arterias coronarias con una estenosis ≥ 70% (≥ 50% para la arteria 
coronaria izquierda principal).294 La puntuación varió de 0 a 3 dependiendo del número de 
vasos implicados. La estenosis de la arteria coronaria principal izquierda se puntuó como una 
enfermedad de 2 vasos. La puntuación de vasos fue 3 en 6 pacientes (8%), 2 en 24 (32%), 1 en 
31 (41 %), y 0 en 14 (19%). El tronco principal izquierdo estaba afectado en 3 pacientes (4%), la 
arteria coronaria descendente anterior izquierda en 41 (55%), la arteria coronaria circunfleja en 
32 (43%) y la arteria coronaria derecha en 37 (49%). 
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No se hallaron diferencias significativas en la cTnI o en el grado de la severidad de la estenosis 
coronaria entre los pacientes de SCASEST y SCACEST. La cTnl y el Péptido Atrial Natriurético 
tipo B (BNP) en plasma fueron analizados inmediatamente en las muestras de sangre-EDTA-no 
coagulada tras la admisión. El cTnl se midió utilizando el kit de inmunofluorescencia de Dade-
Behring (Marburg, Alemania). La sensibilidad del ensayo es de 0,1 ng/ml y el límite máximo 
normal para el diagnóstico de IAM se consideró en 1,0 ng/ml. El BNP se analizó mediante el 
ensayo cuantitativo de inmunofluorescencia de Biosite (San Diego, USA). La sensibilidad del 
ensayo es de 0,5 pg/ml y el límite máximo normal se considero en 100 pg/ml
Todos los participantes, pacientes y VS, firmaron el consentimiento informado. El protocolo 
seguido en este estudio se ajusta a la propuesta de principios éticos de la Declaración de Helsinki 
de 1975 y fueron aprobadas por el Comité de Ética del Hospital Universitario de La Paz.
3.2.1. Estudio de seguimiento
La información para el seguimiento de los pacientes se obtuvo por las visitas periódicas 
mensuales en las clínicas ambulatorias, por los informes de alta en el caso de la admisión en 
urgencias y por entrevistas telefónicas con el paciente, un pariente cercano o su médico de 
cabecera.
3.3. Aislamiento y cultivo de células mononucleares de sangre periférica.
Las células mononucleares de sangre periférica (CMSP) humanas fueron aisladas bien de 
buffy coats o bien de sangre periférica de VS y de pacientes con SCA. En ambos casos, se aislaron 
las CMSP por centrifugación en gradiente de densidad, utilizando el reactivo Ficoll-Hypaque Plus 
de Amersham Bioscience (Piscataway, NJ, EEUU). 
Para aislar los monocitos, se cultivaron las CMSP durante 1h en DMEM con 1% de 
antibiótico y sin suero a una densidad de 10 x 106 células/ml. Después de este periodo, se aspiró 
el sobrenadante y se lavó 3 veces con solución tampón PBS para eliminar las células no adheridas. 
En el caso de buffy coats, las células adheridas se dejaron durante 16 h en DMEM suplementado 
con 10% de SFB  antes de realizar cualquier tratamiento. En pacientes y VS se llevaron a cabo los 
ensayos inmediatamente después del aislamiento con el fin de valorar las características que los 
Mφ tenían in vivo.
En todos los cultivos se testó la homogeneidad de la población de Mφ, analizando la 
expresión superficial del marcador CD14 por citometría de flujo. Las células adheridas expresaban 
el marcador en un (85,6 ± 2,3 %) (Media ± Desviación Estándar; M±DE). Esta metodología se ha 
usado en varios trabajos en nuestro laboratorio 68, 69, 71, 83
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Los linfocitos T CD4+  se purificaron a partir de las CMSP por selección negativa. Por medio 
de técnicas de purificación inmunomagnéticas los linfocitos T CD4+ se aislaron por depleción 
utilizando el coctel de bolitas magnéticas Dynabeads Untouched Human CD4 (Invitrogen, 
Carlsbad, CA, EEUU). Se analizó la pureza de la población por citometría de flujo y se utilizaron 
los linfocitos si ésta era >90%.
3.4. Determinación de la concentración de ADN mitocondrial en las muestras 
clínicas.
Se aisló el ADN total de suero por duplicado con el kit QIAampDNA Mini kit (Qiagen, 
GmbH, Alemania) según las instrucciones del fabricante para la extracción en suero, con la 
siguiente modificación: la elución en el último paso se realizó en 50 µl de Tris 10mM pH8.  Para 
determinar la cantidad de copias de ADN mitocondrial (ADNmt ), se cuantificó el gen mitocondrial 
12S rARN utilizando el sistema de PCR cuantitativa a tiempo real Applied Biosystems 7500 
(Applied Biosystems, Foster City, EE.UU). Los cebadores que se utilizaron fueron los siguientes: 
5’CCACGGGAAACAGCAGTGAT3’ y 5’CTATTGACTTGGGTTAATCGTGTGA3’. La sonda TaqMan 
(Applied Biosystems, Foster City, EE.UU) utilizada fue 6FAM-5’TGCCAGCCACCGCG3’-MGB 
marcada en el extremo 5’ con el fluorocromo 6FAM. La reacción de 20µl para la qPCR contiene: 1× 
TaqMan Universal PCR Master Mix (Applied Biosystems P/N 4304437), 112nM de cada cebador, 
125nM de la sonda TaqMan y 5µL del extracto de ADN total. Las condiciones de la qPCR fueron 
2 min a 50°C y 10 min a 95°C, seguido de 40 ciclos de 15 segundos de desnaturalización a 95°C y 
60 segundos de hibridación/extensión a 60°C. Se utilizaron curvas de calibración para cuantificar 
el ADNmt tal y como se ha descrito previamente.15 Se calculó la media del número de copias de 
ADNmt obtenido en las dos extracciones para cada muestra de suero. Los resultados se expresan 
como nº de copias de ANDmt/ µL suero. 
3.5. Aislamiento de la fracción mitocondrial.
Para aislar las mitocondrias se siguió el protocolo de Fernandez-Vizarra et al. 86, con 
algunas modificaciones. Se partió de la línea celular HeLa que se mantuvo en un medio DMEM 
suplementado con un 10% de SFB y un 1% de la mezcla de penicilina y estreptomicina. Se 
recogieron las células con tripsina (Invitrogen, Carlsbad, CA, EEUU) y se lavaron dos veces en 1 
mM Tris–HCl (pH 7), 0,13 M NaCl, 5 mM KCl, 7,5 mM.  Se añadió la mitad del volumen del pellet 
celular de solución de homogenización (3,5 mM Tris–HCl (pH 7.8), 2 mM NaCl, 0,5 mM MgCl2). 
La homogenización se realizó manualmente con una jeringuilla de 23-G (15 aspiraciones) lo que 
favorece el rendimiento en la obtención de la fracción mitocondrial. Inmediatamente después 
Materiales y Métodos
41
se añadió un noveno del volumen de homogenado de 0,35 M Tris–HCl (pH 7.8), 0.2 M NaCl, 50 
mM MgCl2. Se centrifugaron las muestras a 1600g 3 minutos a 4ºC para eliminar núcleos y otras 
fracciones densas. Se repitió la centrifugación en las mismas condiciones para eliminar cualquier 
resto de fracciones densas. El sobrenadante final se centrifugó a 13.000g 2 minutos a 4ºC para 
sedimentar la fracción mitocondrial. Los sobrenadantes resultantes se consideran como fracción 
citosólica. Los sedimentos mitocondriales se lavaron primero con 35 mM Tris–HCl (pH 7.8), 20 
mM NaCl, 5 mM MgCl2, y después dos veces con 10 mM Tris–HCl (pH 7.4), 1 mM EDTA, 0,32 M 
sucrosa y fueron resuspendidos finalmente en el buffer correspondiente. Todo el proceso de 
fraccionamiento se llevó a cabo a 4ºC. 
Al tratarse de una fracción enriquecida que también contiene otros orgánulos como 
pueden ser el retículo endoplasmático, se analizó por citometría de flujo para asegurarnos 
de que estábamos obteniendo mayoritariamente mitocondrias. Se incubaron las fracciones 
mitocondriales resuspendidas en PBS con 1 μM de MitoTracker Red CMXRos (Invitrogen/
Molecular Probes, Carlsbad, CA, EEUU), un fluorocromo selectivo de mitocondrias,60 30 minutos 
a temperatura ambiente. Se lavó con PBS para eliminar el exceso de MitoTracKer y se analizó 
con el citómetro de flujo FACScalibur (BD Biosciences, San Jose, CA) en base a los parametros 
Forward y Sideward Scatter y a la fluorescencia roja. Se analizó así mismo una fracción celular 
total como control. Prácticamente todas las partículas de la fracción mitocondrial eran positivas 
para la fluorescencia roja, confirmando el gran enriquecimiento en mitocondrias obtenido 
mediante el método de fraccionamiento utilizado (Figura M1 A).
3.6. Preparación de los lisados mitocondriales y el ADN nuclear y mitocondrial.
Una vez obtenida la fracción mitocondrial se resuspendió en 500µl de PBS y 4:100 de cóctel 
inhibidor de proteasas (Roche) y se lisaron con ciclos de 5 minutos de congelación-descongelación 
utilizando un baño de hielo seco/
etanol y un baño a 37ºC. La suspensión 
de mitocondrias fragmentadas se 
centrifugó a 13.000g 10 minutos a 4ºC y 
los sobrenadantes se utilizaron para los 
tratamientos con lisado mitocondrial 
(LisMt). La concentración de proteínas 
se determinó utilizando el kit BCA 
Protein Assay (Pierce) siguiendo las 
indicaciones del fabricante. 
Figura M1. Análisis de la pureza de los extractos 
mitocondriales. A, Histograma de la incorporación de 
MitoTracker-CMXRos para las fracciones total (azul) y 
mitocondrial (rojo). B, Western Blot de los lisados de 
la fracción mitocondrial (Mt) y total.
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La pureza de los lisados se comprobó mediante WB (Figura M1 B). Se utilizaron las proteínas 
Porina/VDAC1, H1a y GAPDH como control mitocondrial, nuclear y de carga, respectivamente. Se 
comprobó que los extractos mitocondriales no contenían la proteína nuclear H1a y sin embargo 
presentaban grandes catidades de la proteína mitocondrial Porina.
El ADN mitocondrial (ADNmt) se extrajo a partir de la fracción mitocondrial y el ADN 
nuclear (ADNnu) a partir de la fracción nuclear utilizando el kit QIAampDNA Mini kit (Qiagen). 
La concentración y pureza del ADN se determinó utilizando el espectrofotómetro NanoDrop 
(Thermo Scientific). Los extractos de ADN no contenían contaminación proteica según la 
relación de absorbancia A260/A280. Para determinar la contaminación de ADNnu presente 
en los extractos de ANDmt y viceversa, se cuantificó para cada muestra por duplicado el gen 
mitocondrial tRNALeu(UUR) y el gen de copia única nuclear  β-2-microglobulin (β2M) , utilizando el 
sistema de qPCR y basándose en publicaciones anteriores.315 Los cebadores y sondas utilizados 
se especifican en la Tabla M2. Las condiciones de la qPCR fueron 2 min a 50°C y 10 min a 95°C, 
seguido de 40 ciclos de 15 segundos de desnaturalización a 95°C y 30 segundos de hibridación/
extensión a 62°C. La cantidad de ADNmt  se ha expresado como la proporción del número 
de copias del gen mitocondrial tRNALeu(UUR) frente al número de copias del gen nuclear β2M 
utilizando la fórmula: 2 × 2(ΔCT) , donde ΔCT es la diferencia entre los valores de crossing point 
(CT) del gen β2M y el gen tRNALeu(UUR) (Tabla M1).315 
Todos los extractos fueron preparados en condiciones de esterilidad y se comprobó que 
todos estaban libres de endotoxinas con el kit Sigma E-Toxate™ reagent de Limulus polyphemus 
(Sigma).
3.7. Aislamiento de ARN y síntesis de ADNc.
Después de cada uno de los tratamientos se lavaron los Mφ con PBS y se aisló el ARN total 
utilizando el kit High Pure RNA Isolation (Roche Diagnostics), el cual incluye tratamiento con 
DNasa I para eliminar el ADN contaminante. En todos los casos, se tomaron las precauciones 
Tabla M1. Cuantificación del contenido de ADNnu en el extracto de ADNmt.
Promedio CT
Extracto β2M tRNALeu(UUR) Ratio copias ADNmt/ADNnu
Porcentaje ANDmt/ADN 
total*
ADNnu 29,30 21,87 346,08 0,57
ADNmt 30,37 17,76 12503,11 20,83
*Se asume que 60000 moléculas de ADNmt pesan 1 pg.
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oportunas para evitar contaminaciones con Ribonucleasas (RNasas). La concentración y 
pureza del ARN se determinó utilizando el espectrofotómetro NanoDrop (Thermo Scientific). 
A continuación se realizó la retrotranscripción de1 μg de ARN a ADN complementario (ADNc) 
utilizando el kit High Capacity cDNA Reverse Transcription (Applied Biosystems) en un volumen 
final de 20µl y siguiendo las instrucciones del fabricante.
3.8. PCR a tiempo real.
Los niveles de expresión de cada uno de los genes estudiados en el presente trabajo se 
analizaron por qPCR en tiempo real utilizando el ADNc obtenido según se describe en el apartado 
3.12. Para las reacciones de qPCR se utilizó el kit Quantimix Easy SYG (Biotools, Madrid, España) 
y el termociclador LightCycler (Roche Diagnostics). Los cebadores específicos se detallan en la 
Tabla M3. Todos fueron sintetizados, desalados y purificados mediante HPLC por Bonsai Biotech 
(Alcobendas, Madrid). Para confirmar la especificidad de los cebadores, se analizaron los perfiles 
de “melting” o desnaturalización. Estos perfiles se determinaron manteniendo la reacción 
a 80ºC durante 10 segundos y luego, calentando hasta 95ºC a una tasa de calentamiento de 
0,1ºC/segundo. A lo largo de este proceso se midió la fluorescencia emitida. Con este análisis 
se verificó que para cada par de cebadores se producía un único producto de amplificación. Los 
productos de la amplificación se separaron por electroforesis en geles de agarosa con bromuro 
de etidio (0,5 µg/ml) y se analizaron por transiluminación ultravioleta. En todos los casos se 
comprobó que para cada par de cebadores el producto de amplificación era una única banda del 
tamaño esperado.
Tabla M2. Secuencia y Tm de los cebadores utilizados en PCR cuantitativa.
GEN CEBADOR DIRECTO 5’-3’ CEBADOR REVERSO 5’-3’ Tm (ºC)
CCL18 CCCTCCTTGTCCTCGTCTG GCTTCAGGTCGCTGATGTATT 62
CCL2/MCP-1 GATCTCAGTGCAGAGGCTCG TGCTTGTCCAGGTGGTCCAT 60
IL10 ATGCCCCAAGCTGAGAACCA TCTCAAGGGGCTGGGTCAGC 58
IL12p40 CGGTCATCTGCCGCAAA                    TGCCCATTCGCTCCAAGA 55
IL1β GGATATGGAGCAACAAGTGG   ATGTACCAGTTGGGGAACTG 57
IL6 ATTCGGTACATCCTCGAC GGGGTGGTTATTGCATC 54
IRAK-M TTTGAATGCAGCCAGTCTGA GCATTGCTTATGGAGCCAAT 59
MIF CTCTCCGAGCTCACCCAGCAG CGCGTTCATGTCGTAATAGTT 60
TGF-β GGCCAGATCCTGTCCAAGC GTGGGTTTCCACCATTAGCAC 62
TNFα GCC TCT TCTCCTTCCTGATCGT CTCGGCAAAGTCGAGATAGTCG 62
tRNALeu(UUR) CACCCAAGAACAGGGTTTGT TGGCCATGGGTATGTTGTTA 62
VEGFA GCAGCTTGAGTTAAACGAACG           GCAGCGTGGTTTCTGTATC 60
β-2M TGCTGTCTCCATGTTTGATGTATCT TCTCTGCTCCCCACCTCTAAGT 62
β-actina GTGGGGCGCCCCAGGCACCA CTCCTTAATGTCACGCACGATTTC 60
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La cuantificación del cADN de cada uno de los genes de interés se llevó a cabo utilizando 
una curva estándar de siete puntos específica para cada gen. Para ser aceptadas como válidas, 
los coeficientes de correlación (r2) de estas curvas fueron siempre > 0.98. En cada reacción de 
qPCR se incluyó la curva estándar además de las muestras. Cada programa de qPCR consiste en 
45 ciclos con una temperatura de desnaturalización (Tm) específica para cada par de cebadores. 
Para confirmar la especificidad de los productos de la reacción, en cada experimento se analizaron 
los perfiles de desnaturalización de cada grupo de muestras. Los resultados obtenidos para cada 
uno de los genes analizados se normalizaron con respecto a la expresión del gen β-actina. Esta 
metodología ha sido utilizada por nuestro grupo en varios trabajos anteriores.71, 113
3.9. Cytometric Bead Array (CBA).
Los niveles de citoquinas en los sobrenadantes de los cultivos celulares se valoraron 
utilizando el kit Cytometric Bead Array (CBA) y el kit Flex Set de la casa comercial BD Biosciences 
(San Jose, EEUU) siguiendo las indicaciones del fabricante. 
3.10. Análisis por citometría de flujo.
Los Mφ tratados con los distintos estímulos se recogieron para el análisis de distintas 
proteínas de superficie. Se lavaron con PBS y se incubaron 20 minutos a 4ºC con el anticuerpo 
especificado en cada caso. Los anticuerpos utilizados en el presente trabajo, su tipo, especie 
de procedencia, y la compañía suministradora se muestran en la Tabla M3.  Pasado el tiempo 
de incubación se lavaron las células con PBS y se analizaron por citometría de flujo usando el 
citómetro FACSCalibur de BD Biosciences (San Jose, EEUU). Los datos fueron analizados con el 
programa FlowJo (Tristar, EEUU).
3.11. Análisis por Western Blot.
La cuantificación de proteína de las muestras se hizo utilizando el kit BCA Protein Assay 
(Pierce) siguiendo las indicaciones del fabricante. Para las rectas patrón de proteína se utilizó una 
solución comercial de BSA (albúmina sérica bovina), a una concentración de 2mg/ml (Pierce).
Para el análisis por Western Blot, las proteínas se desnaturalizaron por calentamiento 
a 95ºC durante 5 minutos en solución tampón Laemmli. Posteriormente se separaron por 
electroforesis en geles al 12 % de SDS-poliacrilamida, en tampón Tris-glicina-SDS (25 mM Tris-
HCl, 250 mM glicina, 0,1 % SDS) con el sistema de electroforesis Mini-Protean II (Bio-Rad). Tras 
la electroforesis, las proteínas se transfirieron a membranas de PVDF (Immobilon-P Transfer 
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Membrane, Millipore), utilizando un sistema de electrotransferencia y aplicando una corriente 
eléctrica de 200mA durante 1 hora y media a 4 ºC. Sobre la membrana se realizó la inmunodetección 
de las proteínas de interés mediante los anticuerpos específicos correspondientes (ver Tabla 
M4). Las membranas se bloquearon durante 1h con 5 % de leche desnatada en solución tampón 
TTBS (20 mM Tris-HCl, 150 mM NaCl, 0,2 % Tween 20). Tanto el bloqueo como la incubación 
con el anticuerpo primario, se realizó a temperatura ambiente durante 1 h o a 4ºC durante 
una noche, y en agitación suave. Tras varios lavados con TTBS, las membranas se incubaron 
con los anticuerpos secundarios correspondientes en  TTBS durante 45 minutos a temperatura 
ambiente. En todos los casos, los anticuerpos secundarios utilizados estaban conjugados con 
el enzima HRP (Horse-Raddish Peroxidase) y la detección se realizó mediante el sistema ECL 
(Enhanced Chemiluminiscent System, Amersham).
Tabla M4. Anticuerpos utilizados para Western Blot.
ANTICUERPO ESPECIE RECONOCIDA TIPO ORIGEN COMPAÑÍA 
Anti-VDAC1 Humano Policlonal Conejo Abcam, Cambridge RU
Anti-H1a Humano Policlonal Cabra Santa Cruz, Santa Cruz, CA, EEUU
Anti-GAPDH Humano Policlonal Conejo Sigma, San Luis, MO, EEUU
Tabla M3. Anticuerpos de citometría de flujo.





Ratón Immunostep, Salamanca, España
Anti-HLA-DR-APC Humano Monoclonal conjugado con APC Ratón
Immunostep, 
Salamanca, España
Anti-HLA-DQ-PE Humano Monoclonal conjugado 
con Phycoerythrin (PE)





Ratón Immunostep, Salamanca, España
Anti-CD3-PE Humano Monoclonal conjugado 
con (PE)
Ratón Immunostep, Salamanca, España
Anti-CD163-PE Humano Monoclonal conjugado 
con (PE)
Ratón Miltenyi Biotec, Aubum, CA, EEUU
Anti-CD1a-FITC Humano Monoclonal conjugado 
con FITC
Ratón Serotec, Oxford, Reino Unido
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3.12. Ensayo de ELISA
Para analizar los niveles de HA presentes en el plasma de los pacientes de SCA y los VS, 
se realizaron ensayos de ELISA de la casa comercial R&D (Hyaluronan DuoSet; R&D Systems, 
Minneapolis, E.UU) en placas de poliestireno de fondo plano, de acuerdo a las instrucciones del 
fabricante.
3.13. Array de anticuerpos.
Se midió la concentración de varias citoquinas y quimioquinas del plasma de los pacientes 
de SCA y VS utilizando el array de anticuerpos Quantibody® Human Inflammation Array 3 de 
RayBiotech (Norcross, GA) siguiendo las instrucciones del fabricante. Los arrays se escanearon 
con el programa ScanArray Express (Microarray Analysis System, versión 3.0.0.0016, PerkinElmer, 
Massachusetts, USA). Los datos fueron analizados con el programa TMEV versión 4.4.1.268
3.14. Arrays de expresión génica.
Para llevar a cabo los estudios de expresión génica de los pacientes con SCA, se aisló en 
ARN de las CMSP inmediatamente después de la separación por gradiente de Ficoll (ver apartado 
3.3). La concentración, pureza e integridad del ARN se determinó utilizando el espectrofotómetro 
NanoDrop (Thermo Scientific).
3.14.1. Amplificación y marcaje del ARN.
Para la amplificación y marcaje del ARN se siguió el protocolo de Agilent Technologies 
(One-Color Microarray-Based Gene Expression Analysis Protocol, Palo Alto, CA, EEUU). De 
manera resumida, se retrotranscribieron 200-700ng de ARN utilizando el cebador del promotor 
T7 y MMLV-RT. A partir de este cADN se obtuvo el cARN utilizando la T7 ARN polimerasa, que 
amplifica el material diana e incorpora el marcaje de cianina 3-CTP (Cy3).
3.14.2. Protocolo de Hibridación, Lavado, Escáner y Análisis de imágenes.
Una vez obtenido el cARN marcado con Cy3, se hibridaron 1,65μg de cARN en el Whole 
Human Genome Microarray 4x44K (G4112F, Agilent Technologies) durante 17 horas / 65ºC / 10 
rpm en una concentración en solución tampón GEx Hybridization Buffer HI-RPM, de acuerdo con 
las instrucciones del fabricante (One-Color Microarray-Based Gene Expression Analysis Protocol). 
El protocolo de lavado y secado se llevó a cabo de acuerdo con las instrucciones del fabricante. 
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Los arrays se escanearon en el Microarray Scanner (G2565BA, Agilent Technologies) 
utilizando los parámetros por defecto para el formato de 4X44K para arrays de un solo color. 
Los análisis de las imágenes se hicieron utilizando el software Feature Extraction, versión 9.5.3.1 
(Agilent Technologies).
3.14.3 Análisis de los arrays de expresión génica.
3.14.3.1 Análisis estadísticos.
Para verificar la existencia de diferencias estadísticamente significativas se utilizaron dos 
programas: el TMEV versión 4.4.1268 Para comparar los 3 grupos de pacientes se utilizó el programa 
TMEV usando el test ANOVA de una vía, seguido de un agrupamiento jerárquico mediante la 
correlación de Pearson de los pacientes con análisis Bootstrap para determinar la estabilidad de 
los agrupamientos. De esta forma se agruparon las distintas muestras en función de su patrón 
de expresión. Este tipo de agrupamientos se basan en la distancia para medir la similitud entre 
los grupos, de forma que se hace un agrupamiento jerarquizado uniendo aquellos elementos 
con menor distancia. Los resultados de estos análisis se representan en forma de dendrogramas. 
Este analisis se realizó con el paquete R pvclust que calcula los p-valores imparciales (AU: 
Approximately Unbiased) y los p-valores de probabilidad bootstrap (BP: Bootstrap Probability). 
El valor AU se calcula a traves de un remuestreo multiescala bootstrap y se ha demostrado que 
proporciona una mejor indicacion del respaldo de los cluster que los métodos tradicionales de 
bootstrapping (valor BP).296 
A continuación se aplicó el Análisis de Componentes Principales (ACP) al grupo de pacientes 
en base a los genes expresados diferencialmente con un p-valor <0,05 tras el test de ANOVA de 
una vía. Con este análisis se consigue la representación en pocas dimensiones de todos los valores 
numéricos de las diferentes muestras estudiadas dimensiones para facilitarnos la interpretación 
de los datos.260 Ante un conjunto de datos con muchas variables, es decir, cada uno de los valores 
de expresión de cada gen, el objetivo es reducirlas a un número menor de variables, perdiendo 
la menor cantidad de información posible. Se trata de encontrar una serie de componentes 
capaces de explicar la mayor parte de la varianza total de las variables originales. De esta forma 
se pueden percibir más fácilmente las relaciones entre las muestras. La elección de los factores 
o componentes se realiza de tal forma que el primero recoja la mayor proporción posible de la 
variabilidad del experimento. El segundo factor debe recoger la máxima variabilidad no recogida 
por el primero, y así sucesivamente. El número de componentes principales por defecto es de 
3. En la representación gráfica de estos 3 componentes principales se pueden comparar las 
diferencias entre las distintas muestras.
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Para comparar sólo los grupos de AI y SCACEST, se utilizó el programa Babelomics 
y el algoritmo limma test.285 Se generó un archivo de salida con la siguiente información: 
identificador del gen, p-valor (significación), y el fold change o medida del cambio del gen entre 
los grupos. A continuación, se realizó el agrupamiento jerárquico de los pacientes y de los genes 
expresados diferencialmente con un p-valor <0,05, utilizando la correlación de Pearson. Para este 
agrupamiento jerárquico se generó un archivo con una primera columna en la que se incluyó el 
identificador de la sonda de los genes expresados diferencialmente, mientras que en el resto de 
columnas se incluyeron los datos del nivel de intensidad obtenido para cada sonda y muestra de 
los grupos que se compararon. 
3.14.4. Análisis del perfil de expresión génica con Ingenuity Pathway Analysis®.
El análisis funcional para identificar los mecanismos biológicos, las rutas de señalización y 
las categorías funcionales de los grupos de genes seleccionados por el análisis estadístico limma, 
se realizó a través del programa Ingenuity Pathways Analysis (IPA) (Ingenuity Systems®, www.
ingenuity.com, Mountain View, EE.UU). 43  El análisis IPA está fundado en una base de datos 
actualizada continuamente, que contiene información de más de 20.000 genes y proteínas de 
mamíferos, 1,4 millones de interacciones biológicas y más de 100 rutas de señalización.
A partir de la tabla obtenida del test limma, el análisis IPA asignó a cada gen su 
correspondiente identificador y se superpusieron estos genes en la red global de interacciones 
desarrollada a partir de la información  contenida en la base de datos del IPA.
En el análisis funcional se identificaron las funciones biológicas alteradas y las 
enfermedades asociadas más significativas para el conjunto de datos. Se utilizó el test exacto de 
Fischer para calcular el p-valor que determina la probabilidad de que cada función biológica y 
cada enfermedad asignada al conjunto de genes sean asignadas únicamente por azar. El p-valor 
se representa en los gráficos como –log(p-valor). El análisis IPA agrupa los genes de acuerdo a 
los procesos biológicos en los que están implicados. El criterio aplicado para la búsqueda de 
las principales categorías funcionales fue el máximo número de genes y el p-valor. El rango de 
p-valor entre 2,12x10-12 y 1,09 x 10-3 se consideró estadísticamente significativo.
Se calculó también el z-score para cada función biológica. El z-score indica cuántas 
desviaciones estándar, por encima o por debajo de la media, está un determinado valor. A mayor 
z-score, mayor es la desviación de la expresión del gen de la media, indicando la significación 
del cambio de expresión. Así, una función se considera aumentada si el z-score es muy alto 




El análisis de las rutas de señalización identifica las rutas de señalización de la base de 
datos IPA más significativas para el conjunto de genes. La significación de la asociación entre 
los genes de la tabla de datos y la vía de señalización de IPA se calcula según se describe en 
el programa: 1) se calcula la relación entre el número de genes de la tabla de datos en una 
determinada vía, dividido entre el número total de genes que componen esa vía; 2) el test exacto 
de Fischer calcula el p-valor (representado como –log(p-valor) que determina la probabilidad de 
que la asociación entre los genes en la tabla de datos y la vía de señalización sea solamente por 
azar.
El análisis de IPA calcula además los posibles efectos tóxicos asociados al conjunto de 
genes, los factores de transcripción que estaban afectados según el número de sus dianas 
presentes en el conjunto de genes diferencialmente expresados.
3.15. Tratamientos.
Los cultivos de Mφ humanos se llevaron a cabo en medio DMEM suplementado con 
10% de SFB y 1% de antibiótico. Los cultivos se mantuvieron en todos los casos en condiciones 
estables de temperatura (37ºC), humedad relativa (90%) y presión de CO2 (5%).
En el caso de pacientes y voluntarios sanos, inmediatamente después del el aislamiento los 
Mφ se estimularon con 10ng/ml de LPS. A las 3h se aisló el ARN para la posterior cuantificación 
de la expresión de distintos genes. En paralelo se llevó una placa de Mφ no tratados (control).
En los experimentos in vitro con Mφ de buffy coats, se realizaron los distintos tratamientos 
pasadas las 16h de recuperación tras el aislamiento. Dependiendo del experimento, los Mφ 
fueron tratados bien con 5µg/ml de ADNmt  o ADNnu, o bien con 20µg/ml de lisado mitocondrial 
(denominado LisMt) durante 5 días (Figura M1). En todos los casos, en paralelo se estimuló 
una placa con LPS 10ng/ml durante 5 días como control del modelo clásico de tolerancia a 
endotoxinas71 y se mantuvo otra placa sin tratamiento (control negativo). Tras los 5 días de 
estimulación, se recogieron los sobrenadantes para la posterior valoración de la secreción de 
citoquinas, se lavaron las placas con PBS y todas se re-estimularon con LPS 10ng/ml. A las 24h 
de estimulación se recogieron tanto los sobrenadantes, para la valoración de la secreción de 
citoquinas, como las células para su análisis por citometría de flujo.
Para los experimentos con PGN y Poly I:C, se utilizó el  mismo modelo experimental que 
para el LPS. El PGN se utilizó a una concentración final de 10ng/ml y el Poly I:C a 5µg/ml. 
En todos los casos se mantuvieron cultivos control sin ningún tratamiento. 
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3.16. Cultivos mixtos de Mφ y linfocitos T CD4.
Para los cultivos mixtos de Mφ y linfocitos T CD4+ heterólogos (aislados como se describe 
en el apartado 3.3), los Mφ se sembraron en placas de 48 pocillos a una densidad de 1x105 
células por pocillo en medio competo y se trataron como se describe en el apartado anterior 
(Figura M1). Al finalizar el segundo tratamiento con LPS, se retiró completamente el medio de 
cultivo, se lavaron las células 3 veces con PBS y se añadieron los linfocitos T CD4+ heterólogos 
en una proporción Mφ:Linfocitos de 1:5. Los cultivos control contenían Mφ o linfocitos T CD4+ 
solos. Tras 96h de co-cultivo, se recogieron los sobrenadantes para valorar la producción de 
citoquinas.159
3.17. Índice M1/M2.
El Índice M1/M2 se calculó en base a los niveles de expresión de ARNm de TNFα e IL10 
en los Mφ de los pacientes de SCA, tanto a nivel basal como tras el estímulo con LPS (3 horas, 
10ng/ml). Basándonos en estudios previos,214 a nivel basal se establecieron 5 grupos: M1, 
que corresponde a la activación pro-inflamatoria clásica, M2, que corresponde a la activación 
alternativa o anti-inflamatoria, M0, que corresponde al estado basal del Mφ; y dado que la 
polarización del Mφ es un continuo, se consideraron dos estados intermedios: M0/M1 y M0/M2. 
A continuación se describe con detalle el criterio seguido para la clasificación:
• M1: [TNFα en pacientes] > [Media + desviación estándar (M+DE) de TNFα en VS] y [IL10 
en pacientes] < [M-DE de IL10 en VS].
• M0/M1: [TNFα en pacientes] > [M+DE de TNFα en VS] y [IL10 en pacientes] = [M±DE de 
IL10 en VS] o bien [TNFα en pacientes] = [M±DE de TNFα en VS] y [IL10 en pacientes] < 
[M-DE de IL10 en VS].
• M0: [TNFα en pacientes] = [M±DE de TNFα en VS] y [IL10 en pacientes] = [M±DE de IL10 
en VS].
• M0/M2: [TNFα en pacientes] < [M-DE de TNFα en VS] y [IL10 en pacientes]= [M±DE de 
IL10 en VS] o bien [TNFα en pacientes] = [M±DE de TNFα en VS] y [IL10 en pacientes] > 
[M+DE de IL10 en VS].




• Tras la exposición a LPS, no existe un estado M0, ya que los VS tendrán una respuesta 
pro-inflamatoria clásica o M1. Por ello, se establecieron 4 categorías, M1, M1-alto, M1/
M2 y M2:
• M1-alto: [TNFα en pacientes] > [M+DE de TNFα en VS] y [IL10 en pacientes] < [M-DE de 
IL10 en VS].
• M1: [TNFα en pacientes] = [M±DE de TNFα en VS] y [IL10 en pacientes] = [M±DE de 
IL10 en VS] o bien [TNFα en pacientes] > [M+DE de TNFα en VS] y [IL10 en pacientes] 
= [M±DE de IL10 en VS] o bien [TNFα en pacientes] = [M±DE de TNFα en VS] y [IL10 en 
pacientes] < [M-DE de IL10 en VS].
• M1/M2: [TNFα en pacientes] < [M-DE de TNFα en VS] y [IL10 en pacientes] = [M±DE de 
IL10 en VS] o bien [TNFα en pacientes] = [M±DE de TNFα en VS] y [IL10 en pacientes] > 
[M+DE de IL10 en VS].
• M2: [TNFα en pacientes] < [M-DE de TNFα en VS] y [IL10 en pacientes] > [M+DE de IL10 
en VS].
3.18. Análisis estadístico.  
El número de experimentos analizados se indica en cada pie de figura. Como mínimo se 
analizaron 3 experimentos independientes y los datos se expresan como M±DE. Las comparaciones 
estadísticas se han realizado mediante el test t-student para las comparaciones de dos muestras 
o la ANOVA de una vía y el test de Dunnet para comparaciones múltiples. Las correlaciones se 
analizaron utilizando el coeficiente de correlación de Spearman para muestras con distribución 
no normal. Se consideraron como diferencias significativas si el p-valor< 0.05. Todos los análisis 








4.1. Características clínicas de los pacientes de SCA reclutados para el estudio.
Para estudiar la respuesta inmune innata en los pacientes con SCA se reclutaron 75 
pacientes y 20 voluntarios sanos (VS) de edad y sexo equivalentes. Las características clínicas 
y angiográficas de los pacientes estudiados se recogen en la Tabla R1. Según lo esperado, los 
pacientes con infarto agudo de miocardio (IAM), agrupados en SCACEST y SCASEST, tienen con 
mayor frecuencia síntomas relacionados con cardiopatías isquémicas (CI) y significativamente 
mayor número de factores de riesgo, comparado con los pacientes de Angina Inestable (AI). 
También existen diferencias entre los pacientes con IAM y los pacientes de AI en los recuentos 
leucocitarios, los niveles de glucosa en sangre y el número de vasos con estenosis significativa, 
todos ellos mayores en los pacientes con IAM. Las angiografías coronarias revelaron que 17 
pacientes tenían lesiones en una arteria, 31 tenían lesiones en dos arterias y 27 tenían lesiones 
en tres arterias. No se encontraron diferencias significativas en la severidad de la estenosis entre 
los grupos SCASEST y SCACEST. 
En los tres meses posteriores al alta hospitalaria, 6 pacientes con IAM sufrieron infección 
del tracto urinario (ITU), dos de ellos eran pacientes con SCASEST y cuatro pacientes con 
SCACEST (Tabla R1). Un paciente del grupo SCASEST padeció una neumonía comunitaria. Sin 
embargo, ningún paciente con AI desarrolló un episodio infeccioso durante el mismo periodo de 
observación.
Los marcadores bioquímicos determinados para los 75 pacientes reclutados se detallan en 
la Tabla R2. En todos los parámetros analizados se encontraron diferencias significativas entre 
los grupos SCACEST y AI. Las diferencias entre los grupos SCASEST y AI fueron estadísticamente 
significativas para la Troponina-I, la IL6 y el BNP.
En un estudio anterior de nuestro grupo, se demostró que pocas horas después del IAM 
los Mφ de sangre periférica de estos pacientes presentaban un perfil pro-inflamatorio. Sin 
embargo, al mismo tiempo se producía una elevación significativa de la pseudoquinasa IRAK-M, 
un regulador negativo de la inflamación.180 Estos datos sugieren que los Mφ presentarían 
una respuesta reducida a un estímulo posterior con LPS, fenómeno denominado tolerancia a 
endotoxinas.29, 48  Con el fin de estudiar si la inflamación inicial provocada por el IAM da lugar a 
una posterior polarización hacia una respuesta anti-inflamatoria en las células mononucleares 
de sangre periférica (CMSP) y, específicamente, en los Mφ de sangre periférica, para este nuevo 














Edad (años), X±DE 60,7 ± 8,9 62,4 ± 9,6 61,3 ± 10,6 60,4 ± 10,3 ns
Sexo masculino, n (%) 19 (63%) 16 (67%) 13 (62%) 12 (60%) ns
Historia previa de C.I., n (%) 2 (7%) 5 (21%) 5 (24%)
Factores de riesgo cardiovascular, n (%)
   Hipertensión, (>140/90 mm Hg) 11 (37%) 14 (58%) 13 (62%) 0 <0,05
   Diabetes mellitus 6 (20%) 12 (50%) 12 (57%) 0 <0,01
   Fumador 6 (20%) 6 (25%) 5 (24%) 0 ns
   Hipercolesterolemia (>5,17 mmol/L) 8 (27%) 9 (37%) 7 (33%) 0 ns
   Historia familiar de C.I. 4 (13%) 4 (17%) 3 (14%)
   Al menos 3 factores de riesgo 3 (10%) 8 (33%) 8 (38%)
Cateterismo Coronario, (X±DE)
  Vessel score 1,3±0,6 1,6±0,8 2,1 ±0,8
Datos de laboratorio, (M±DE)
   Leucocitos (x 109/mL) 8,8±1,75 12,7±2,24 13,1 ±2,48 7,5±1,46 <0,01
   Creatinina (µmol/L) 70,4±16,2 71,5 ±14,3 72,4±15,6 69,8±14,7 ns
   Glucosa (mmol/L) 5,54±0,94 6,2 ±1,02 6,4 ±1,17 5,30±0,45 <0,05
Seguimiento, n (%)
Episodios infecciosos en los 3 meses 
siguientes el alta 0 3 (12%) 4 (19%)
IAM fatal durante el primer año 0 1 (4%) 1 (5%)
Vessel score 294. C.I.: Cardiopatía Isquémica.
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Troponina-I (ng/ml) 18±10 76±25 <0,001 84±23 <0,001
PCR (mg/dl) 9,54±2,38 10,60±2,10 ns 14,24±5,09 <0,001
IL6  (ng/l) 8,03±2,14 10,75±2,20 <0,001 12,33±2,90 <0,001
BNP (pg/ml) 58±37 364±191 ns 482±255 <0,001
Los valores son X±DE.  
4.2 Genes con expresión diferencial en las CMSP entre los pacientes de AI y de 
SCACEST.
Para comprender mejor los cambios en la expresión génica que se producen en las CMSP 
después de un IAM, se realizó un análisis de expresión utilizando la plataforma 4x44k de Agilent. 
Para ello comparamos el ARNm de las CMSP de 14 pacientes que habían sufrido un IAM (5 del 
grupo SCASEST y 9 del grupo SCACEST) y de 10 pacientes con AI como control sin IAM, elegidos 
de forma aleatoria entre el total de 75 pacientes. Se utilizaron los pacientes de AI en lugar de VS 
en la comparación para valorar únicamente los cambios producidos por el IAM, y no por otras 
alteraciones cardiovasculares, como la hiper-colesterolemia o la diabetes, que son comunes en 
estos dos grupos pero no así en VS y podrían dificultar el análisis. 
En primer lugar, quisimos comprobar la homogeneidad entre los pacientes de cada grupo 
mediante un análisis de la agrupación jerárquica y un análisis de componentes principales (ACP). 
Con el ACP se consigue la representación en pocas dimensiones de todos los valores numéricos de 
las diferentes muestras estudiadas para facilitarnos la interpretación de los datos. Esta reducción 
de las dimensiones evidencia relaciones entre los datos que de otra forma estarían enmascaradas. 
Para realizar estos análisis, decidimos filtrar los datos de manera que pudiésemos trabajar 
únicamente con aquellos genes cuya expresión diferencial fuese estadísticamente significativa. 
Para ello, se compararon los tres grupos de pacientes (AI, SCASEST y SCACEST) utilizando el 
test estadístico ANOVA de una vía y se seleccionaron aquellos genes que presentaban alguna 
alteración estadísticamente significativa en sus niveles de expresión (p<0.05). Así, se generó 
un subconjunto filtrado de 5554 genes con el que se realizaron los análisis de componentes 
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principales y la agrupación jerárquica. Como se puede comprobar en el ACP (Figura R1 A) y la 
agrupación jerárquica (Figura R1 B), todos los pacientes de AI y de SCACEST quedan agrupados. 
En el ACP, los pacientes de SCACEST se distribuyen en los dos cuadrantes de la derecha y los 
pacientes de AI están en los cuadrantes a la izquierda del gráfico, sobre todo en el inferior. 
Los pacientes de SCASEST por el contrario, están distribuidos a lo largo de tres cuadrantes en 
cada gráfico en el ACP. El re-muestreo “bootstrap” reveló que los perfiles de expresión de los 
pacientes de SCACEST y AI apoyan una agrupación separada de ambos grupos (Figura R1 B). La 
rama principal del dendrograma, que representa un 100% de respaldo estadístico, separa en 2 
grupos a los pacientes de SCACEST, por un lado 5 pacientes de SCACEST y por otro 4 pacientes 
de SCACEST que agrupan con 2 de SCASEST. Además, los pacientes de AI quedan separados 
de este grupo mixto y del conjunto del grupo SCACEST por una rama con un 100% de apoyo 
estadístico. Por tanto, los pacientes de SCASEST aparecen dispersos entre los grupos de AI y de 
Figura R1. Análisis de la clasificación de los pacientes de SCA en base a los genes expresados 
diferencialmente (p<0,05 y cambio medio de expresión ≥1; ANOVA de una vía) para determinar las 
diferencias y similitudes en los perfiles de expresión de los 3 grupos de pacientes. AI=10 (Verde), 
SCASEST= 5 (Azul), SCACEST= 9 (Rojo). A, Dos visiones del análisis de ACP calculado tomando como 
variables los 24 pacientes. El primer componente principal incluye el 38,8% de la varianza, el segundo 
el 12,65% y el tercero el 4,9%. B, Análisis Bootstrap con agrupamiento  jerárquico de los pacientes 
(correlación de Pearson, average linkage). Se muestran los valores de bootstrap de 1000 re-muestreos 




SCACEST en la agrupación jerárquica (Figura R1 B), indicando que dentro de este grupo hay una 
gran heterogeneidad en la expresión génica y que tienen un perfil de expresión similar a los otros 
dos grupos dependiendo de cada paciente. Por ello, para los estudios posteriores de análisis 
funcionales basados en la expresión génica, se decidió comparar solamente los pacientes de los 
grupos AI y SCACEST, ya que incluir los pacientes de SCASEST podría dificultar el análisis. 
Utilizando el test limma,285 comparamos los niveles de expresión de los genes entre los 
grupos de pacientes de AI y SCACEST. De todos los genes con un p-valor<0,05 y un cambio medio 
de expresión ≥1, se encontraron 215 genes sobre-expresados y 107 con expresión disminuida en 
SCACEST comparado con el grupo AI (Tablas A1 y A2). En las Tablas R3 y R4 se muestran los 10 
genes con mayor y menor expresión en los pacientes con SCACEST, respectivamente.  
Entre los genes con mayor expresión, hay genes implicados en la patogénesis de la 
aterosclerosis, como el receptor de las lipoproteínas oxidadas de baja densidad (LOX-1) codificado 
por el gen OLR1,127 o en regular la respuesta inflamatoria como WNT5A 110 o PTGES.36 Además de 
los genes sobre-expresados, el análisis mostró algunos genes con expresión disminuida en los 
pacientes con SCACEST comparado con los pacientes con AI (Tabla R4). Entre ellos destacan un 
gen diana de p53 que regula la autofagia, AEN 78, el gen RAD18 131, implicado en la señalización 
en respuesta al daño en el ADN, o la IL4, característica de la respuesta Th2 de linfocitos.
Tabla R3. Los 10 genes con mayor sobre-expresión en las CMSP de pacientes de SCACEST comparado con 
pacientes de AI. 
Símbolo Nº de veces del 
cambio
Descripción
OLR1 3,894 receptor de las lipoproteínas oxidadas de baja densidad 1
ANGPTL4 3,391 similar a angiopoyetina - 4
MLXIPL 3,031 proteína de interacción tipo MLX 
PTGES 2,986 prostaglandina E sintasa
WNT5A 2,963 miembro 5A de la familia wingless-type MMTV 
SYN1 2,819 sinapsina I
A4GALT 2,722 alfa 1,4-galactosiltransferasa
SEMA6B 2,708 semaforina 6B
FN1 2,6 fibronectina 1
SERPINE1 2,333 Inhibidor de la peptidasa serpina, clade E (nexin, plasminogen activator 
inhibitor type 1), miembro 1
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Tabla R4. Los 10 genes con menor expresión en las CMSP de pacientes de SCACEST comparado con 
pacientes de AI. 
Símbolo Nº de veces del 
cambio
Descripción
CLTC -2,324 clatrina, cadena pesada
ARPP19 -2,126 fosfoproteína regulada por cAMP, 19kDa
AEN -1,859 nucleasa, apoptosis enhancing nuclease
CLEC4F -1,7 C-type lectin domain family 4, member F
IL4 -1,614 interleuquina 4
RAD18 -1,59 Homólogo de RAD18 (S. cerevisiae)
MS4A2 -1,584 membrane-spanning 4-domains, subfamily A, member 2 (Fc 
fragment of IgE, high affinity I, receptor for; beta polypeptide)
RPL22 -1,564 proteína ribosomal L22
NPTN -1,545 neuroplastina
RHOD -1,528 homologo de la familia de ras, miembro D
4.3. Efectos adversos de los genes expresados diferencialmente en las CMSP de 
los pacientes de SCACEST.
La interpretación biológica de los datos obtenidos mediante el estudio de expresión 
génica requiere un análisis funcional de las proteínas para las que codifican los genes expresados 
diferencialmente. Para realizar este análisis se utilizó el programa Ingenuity Pathway Analysis 
(IPA) partiendo de la tabla de genes diferencialmente expresados en las CMSP de pacientes de 
SCACEST comparado con AI, con un p-valor <0,05 y un cambio medio de expresión ≥ 1. Este 
programa identifica los efectos nocivos que tendrán los diferentes grupos de genes estudiados, 
así como las principales funciones y vías de señalización afectadas, apoyándose en una base de 
datos muy potente y en constante actualización. Los detalles del análisis se especifican en la 
sección 3.16.5. 
El análisis de los efectos que tendrán los genes expresados diferencialmente ha de reflejar 
las diferencias en las patologías entre AI y los pacientes que han sufrido un IAM (SCACEST). 
En consecuencia, entre los 10 efectos más significativos encontramos la arteriopatía cardiaca 
asociada al mayor número de genes expresados diferencialmente (Figura R2).   Seguidamente 
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tenemos la estenosis cardiaca, la dilatación y el daño del corazón. Estos resultados concuerdan 
con la mayor severidad de la enfermedad coronaria en los pacientes de SCACEST. Cabe indicar 
que el análisis arrojó posibles efectos adversos en otros órganos como el hígado o el riñón.
4.4. Análisis funcional de los genes diferencialmente regulados en las CMSP de 
SCACEST comparado con AI. 
Para profundizar en el análisis de las alteraciones del perfil de expresión génica provocadas 
por el IAM, se estudiaron con el programa IPA las funciones que podrían estar afectadas en 
la CMSP de estos pacientes. El análisis IPA asocia cada gen a las funciones basándose en la 
literatura científica, y clasifica las funciones afectadas en base al p-valor, el nivel de expresión 
y en el número de genes que aparecen en cada categoría funcional. El análisis IPA identificó 70 
funciones significativamente afectadas, todas ellas se muestran en la Figura R3, en relación al 
p-valor y separadas por categorías. En la Tabla R5 se muestran los cambios de expresión de los 
genes asociados a las 5 funciones principales de cada categoría. 
Con este análisis hallamos que las más afectadas en la categoría de Funciones Moleculares 
y Celulares eran el movimiento y la proliferación celular, el metabolismo de carbohidratos, la 
biosíntesis de pequeñas moléculas y la muerte celular (Figura R3 A y Tabla R5). Entre las 20 
enrfermedades que se asocian significativamente con nuestro conjunto de genes en la categoría 
de Enfermedades y Trastornos el cáncer aparece como la más significativa. Como era de esperar, 
otras de las más afectadas eran las enfermedades cardiovasculares, con sobre-expresión de 
la mayoría de los genes implicados (Figura R3 B y Tabla R5). Cabe destacar que la respuesta 
inflamatoria también estaba entre las funciones más afectadas en los pacientes con SCACEST. 
Figura R2. Principales 
efectos adversos  
asociados al conjunto 
de genes expresados 
diferencialmente en las 
CMSP de los pacientes 
de SCACEST, calculado 
con el programa IPA 
y representados en 
función del número de 




Figura R3. Análisis funcional con Ingenuity Pathway Analysis. Principales funciones asociadas al 
conjunto de genes expresados diferencialmente en CMSP de los pacientes de SCACEST, separado por 
categorías. Se utilizó el test exacto de Fischer para calcular el p-valor para cada función (representado 
como –log(p-valor). La línea amarilla Threshold representa un p-valor de 0,05.
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Entre los 40 genes sobre-expresados en esta categoría, encontramos genes pro-inflamatorios, 
como IL8 y CCL20, anti-inflamatorios como IL10, factores pro-angiogénicos como VEGFA o 
modificadores de la matriz extracelular (MMP14 y MMP2).  Por otra parte, entre los 16 genes 
asociados a la respuesta inflamatoria que tienen expresión disminuida en SCACEST encontramos 
la IL4, la citoquina pro-inflamatoria CXCL9 o el receptor de células NK NCR3 (Tabla R5). 
Dentro de la categoría de Desarrollo y Función del Sistema Fisiológico, al igual que en 
el resto de categorías, las más significativamente afectadas están relacionadas con el sistema 
cardiovascular, como la función y desarrollo del sistema cardiovascular o el desarrollo del sistema 
hematopoyético,  (Figura R3 C y Tabla R5).
Tabla R5. Principales funciones afectadas en las CMSP de los pacientes de SCACEST comparado con AI, 
identificadas mediante el análisis del el programa IPA entre los genes diferencialmente regulados.
Categoría Función p-valor # 
Genes









72 OLR1, ANGPTL4, PTGES, WNT5A, 
A4GALT, FN1, SERPINE1, 
SERPINB2, IL8, CST6, TGM2, IL10, 
CCL20, CXCR7, LGMN, CTNND1, 
HAS1, UNC5B, DDR2, ENG, SNAI1, 
VEGFA, VASH1, SPP1, DOCK4, 
PPARG, FURIN, TRH, MARCKSL1, 
TGFA, ARHGAP8/PRR5-ARHGAP8, 
OSM, MRC2, IER3, BCAR3, CXCL2, 
PLAU, PPAP2B, PDE2A, ACTB, 
LIMK2, MSR1, CYP1B1, ADORA3, 
VAV2, EDNRB, THBS1, MCAM, 
SKI, MFI2, MMP14, ITGA9, 
MMP2, FCAR, MYO10, NOTCH1, 
AKT3, JUN, ATF3, SCN1B
IL4, RHOD, NTN4, 
CXCL9, LCP1, CYP2J2, 








106 ANGPTL4, MLXIPL, PTGES, 
WNT5A, FN1, SERPINE1, 
SERPINB2, IL8, CST6, TGM2, 
PMEPA1, IL10, ADRA2B, SMAD6, 
CCL20, CXCR7, PVRL4, LGMN, 
COL8A2, CTNND1, HAS1, UNC5B, 
CTAG1B (includes others), DDR2, 
ENG, VEGFA, VASH1, GPX3, 
SPP1, BRIP1, DOCK4, PPARG, 
BCAT1, REM2, FURIN, ANLN, 
TRH, MARCKSL1, FOSB, TGFA, 
OSM, IER3, BCAR3, CXCL2, CUX1, 
NUPR1, PLAU, SKIL, CAMK2A, 
PRG2, ACTB, MSR1, CYP1B1, 
TNFAIP6, ADORA3, VAV2, EDNRB, 
THBS1, MCAM, PLCD3
CLTC, IL4, MS4A2, 
CLC, VPREB1, NTN4, 




IFNE, CBX7, ADAR, 
TXNRD1, YAP1, 
HSD11B1, IL34, IL32, 






Categoría Función p-valor # 
Genes





 8,15E-09 - 
1,25E-03 
22 FN1, NCS1, FUT3, IL8, IL10, IL1R2, 
HAS1, VEGFA, SPP1, PPARG, 
TRH, OSM, DSE, PLAU, TNFAIP6, 








52 OLR1, ANGPTL4, MLXIPL, PTGES, 
WNT5A, A4GALT, FN1, SERPINE1, 
RDH12, NCS1, IL8, IL10, IL1R2, 
APOC2, VEGFA, SPP1, PPARG, 
TRH, LPCAT1, TGFA, OSM, 
TRPV4, APOC1, CUX1, PLAU, 
PPAP2B, PRG2, MSR1, CYP1B1, 
TNFAIP6, ADORA3, EDNRB, 
THBS1, MMP14, P2RY6, MMP2, 







Muerte Celular 2,01E-08 - 
1,18E-03 
81 OLR1, PTGES, WNT5A, A4GALT, 
FN1, SERPINE1, SERPINB2, 
NCS1, IL8, TGM2, PMEPA1, IL10, 
SMAD6, CXCR7, UNC5B, SNAI1, 
VEGFA, SPP1, PPARG, TRH, FOSB, 
TGFA, SERPINB10, HSPA2, OSM, 
IER3, CXCL2, NUPR1, PLAU, SKIL, 
PRG2, ACTB, DAPK1, MSR1, 
CYP1B1, ADORA3, VAV2, EDNRB, 
THBS1, MCAM, PPP1R14D, SKI, 
PIWIL2, MMP14, MMP2, RAI14, 
MERTK, FCAR, AATK, NOTCH1, 
PPIF, TMEM57, AKT3, JUN, ATF3, 
RGS16













Cáncer 1,57E-10 - 
1, 20E-03
115 OLR1, ANGPTL4, PTGES, WNT5A, 
SEMA6B, FN1, SERPINE1, 
RDH12, SERPINB2, FUT3, IL8, 
C15orf48, CST6, TGM2, FAM3B, 
IL10, ADRA2B, CXCR7, PVRL4, 
CNDP1, NKD1, SMC4, CTNND1, 
AMPH, CTAG1B (includes others), 
BAGE4, DDR2, ENG, SNAI1, 
SCN4B, VEGFA, VASH1, GPX3, 
SPP1, BRIP1, PPARG, BCAT1, 
FURIN, DACT3, ANLN, FOSB, 
TGFA, ARHGAP8/PRR5-ARHGAP8, 
OSM, IER3, KRT20, CXCL2, 
APOC1, MTHFD1L, HIC1, CUX1, 
NUPR1, PLAU, SKIL, PPAP2B, 
PDE2A, ACTB, ATP6V1B1, NLGN3, 
SLC2A3, DAPK1, MSR1, TNNT3, 
CYP1B1, CHRNB4, ADORA3, 
MFAP4, EDNRB, THBS1, TLE3, 
MCAM, SKI, PIWIL2, MFI2, 
MMP14, ITGA9, P2RY6, MMP2, 
MERTK, PDS5B, LOC157627, 
NOTCH1, AKT3, JUN, RGS16, 
ATF3, SCN1B
CLTC, IL4, RPL22, 
CLC, NTN4, DSC1, 




CBX7, MAF, HSD11B1, 








Categoría Función p-valor # 
Genes






56 OLR1, PTGES, WNT5A, FN1, 
SERPINE1, IL8, CST6, TGM2, IL10, 
SMAD6, CCL20, CXCR7, IL1R2, 
UNC5B, AMPH, CTAG1B (includes 
others), VEGFA, SPP1, PPARG, 
TPST1, OSM, IER3, CXCL2, NUPR1, 
PLAU, PRG2, MSR1, TNFAIP6, 
ADORA3, VAV2, EDNRB, THBS1, 
MCAM, MMP14, P2RY6, MMP2, 
MERTK, FCAR, NOTCH1, ATF3
IL4, MS4A2, CLC, 
VPREB1, DSC1, 
CXCL9, LCP1, NCR3, 








73 OLR1, MLXIPL, PTGES, SERPINE1, 
IL8, PMEPA1, IL10, ADRA2B, 
RBM47, CNDP1, NKD1, LGMN, 
APOC2, AMPH, DDR2, ENG, 
VEGFA, SPP1, DOCK4, PPARG, 
BCAT1, FURIN, MARCKSL1, 
FOSB, TGFA, ARHGAP8/PRR5-
ARHGAP8, TRPV4, APOC1, 
SLC25A37, MTHFD1L, CUX1, 
PLAU, CAMKK1, MSR1, TNFAIP6, 
CHRNB4, SLC16A6, ADORA3, 
VAV2, GTF2IRD1, EDNRB, THBS1, 
FAM176A, LOC283143, ADCY4, 
MMP14, SIAH3, P2RY6, MMP2, 
MERTK, PDS5B, MYO10, GJB6, 
NOTCH1, PPIF, AKT3, PHACTR1, 
JUN, SCN1B
CLEC4F, IL4, NPTN, 
GPM6A, YAP1, 








40 OLR1, MLXIPL, PTGES, WNT5A, 
FN1, SERPINE1, IL8, TGM2, 
IL10, ADRA2B, SMAD6, IL1R2, 
UNC5B, ENG, VEGFA, SPP1, 
PPARG, FURIN, TGFA, OSM, 
TRPV4, NUPR1, PLAU, PRG2, 
MSR1, TNFAIP6, ADORA3, VAV2, 
GTF2IRD1, EDNRB, THBS1, 
MMP14, MMP2, GJB6, NOTCH1, 
ATF3







15 FN1, SERPINB2, IL8, IL10, VEGFA, 











 2,12E-12 - 
1,23E-03 
49 OLR1, ANGPTL4, PTGES, WNT5A, 
FN1, SERPINE1, IL8, TGM2, IL10, 
ADRA2B, UNC5B, ENG, VEGFA, 
VASH1, SPP1, PPARG, REM2, 
FURIN, TRH, MARCKSL1, TGFA, 
OSM, TRPV4, CXCL2, NUPR1, 
PLAU, PPAP2B, PDE2A, CYP1B1, 
VAV2, EDNRB, THBS1, PLCD3, 
MFI2, MMP14, ITGA9, SPRY1, 
MMP2, NOTCH1, JUN, ATF3
IL4 , NTN4, CXCL9, 




Categoría Función p-valor # 
Genes




 2,12E-12 - 
1,25E-03
71 OLR1, ANGPTL4, PTGES, WNT5A, 
FN1, SERPINE1, IL8, CST6, TGM2, 
IL10, ADRA2B, COL8A2, CTNND1, 
UNC5B, ENG, SNAI1, VEGFA, 
VASH1, SPP1, PPARG, REM2, 
FURIN, MARCKSL1, FOSB, TGFA, 
HSPA2, TPST1, OSM, KCNQ4, 
DSE, CXCL2, APOC1, CUX1, PLAU, 
PPAP2B, PDE2A, ATP6V1B1, 
LIMK2, MSR1, CYP1B1, EDNRB, 
THBS1, TLE3, PLCD3, SKI, PIWIL2, 
MMP14, ITGA9, SPRY1, MMP2, 
MERTK, GJB6, NOTCH1, JUN, 
ATF3
IL4, RAD18, RPL22, 
NTN4, BAZ1B, 









87 OLR1, ANGPTL4, PTGES, WNT5A, 
FN1, SERPINE1, SERPINB2, IL8, 
CST6 (includes EG:1474), TGM2, 
IL10, ADRA2B, SMAD6, CCL20, 
COL8A2, CTNND1, ENG, SNAI1, 
SCN4B, VEGFA, VASH1, SPP1 
(includes EG:20750), PPARG, 
REM2, FURIN, MARCKSL1, FOSB, 
TGFA, HSPA2, OSM, KCNQ4, 
DSE, IER3, CXCL2, CUX1, PLAU, 
SKIL, PPAP2B, CAMK2A, ACTB, 
ATP6V1B1, LIMK2, MSR1 
(includes EG:20288), CYP1B1, 
EDNRB, THBS1, TLE3, SKI, PIWIL2, 
MMP14, ITGA9, P2RY6, SPRY1, 
MMP2, MERTK, FCAR, BMP2K, 
GJB6, NOTCH1, JUN, ATF3
IL4, RAD18, RPL22, 
RHOD, NTN4, DSC1, 
CXCL9, BAZ1B, LCP1, 
PRKAR2B, CYP2J2, 
OGT, MAF, ADAR, 
SLC23A1, TXNRD1, 
YAP1, HSD11B1, 










52 OLR1, PTGES, WNT5A, FN1, 
SERPINE1, IL8, TGM2, IL10, 
CCL20, CXCR7, UNC5B, CTAG1B 
(includes others), ENG, VEGFA, 
SPP1, PPARG, FOSB, OSM, IER3, 
CXCL2, PLAU, PRG2, MSR1, 
ADORA3, VAV2, EDNRB, THBS1, 
MCAM, PIWIL2, MMP14, MMP2, 
MERTK, FCAR, NOTCH1, ATF3
IL4, RHOD, CLC, 
VPREB1, DSC1, 
CXCL9, LCP1, NCR3, 










46 OLR1, PTGES, WNT5A, FN1, 
SERPINE1, IL8, TGM2, IL10, 
CCL20, CXCR7, UNC5B, CTAG1B 
(includes others), VEGFA, SPP1, 
PPARG, OSM, IER3, CXCL2, PLAU, 
PRG2, MSR1, ADORA3, VAV2, 
EDNRB, THBS1, MCAM, MMP14, 
ITGA9, MMP2, MERTK, FCAR, 
NOTCH1
IL4, RHOD, CLC, 
DSC1, CXCL9, LCP1, 




*Los criterios aplicados para la búsqueda de las principales categorías funcionales fueron el máximo 
número de genes y el p-valor. Se consideraron significativos los rangos del p-valor entre  2,12x10-12 y 1,09 
x 10-3. Los genes están ordenados de menor a mayor expresión.
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4.4.1. Alteraciones post-IAM en la función y el desarrollo del sistema 
cardiovascular.
La reconstrucción de rutas de señalización constituye una herramienta muy útil a la hora 
de analizar perfiles de expresión génica.311 Con el programa IPA podemos conocer las rutas 
de señalización en las que participan los genes expresados diferencialmente basándose en la 
literatura científica y calculando la probabilidad de que una ruta determinada esté asociada a 
los genes únicamente por azar. Para profundizar en las vías de señalización afectadas, los genes 
implicados y su regulación nos centramos en las categorías funcionales asociadas al sistema 
cardiovascular, así como a la respuesta del sistema inmune. 
Como primer paso analizamos los efectos sobre la función y el desarrollo del sistema 
cardiovascular para comprobar que, efectivamente, el análisis in silico del perfil génico es capaz 
de detectar las diferencias clínicas existentes entre los pacientes de SCACEST y AI. En primer lugar 
analizamos las vías de señalización significativas. Para nuestro conjunto de genes identificamos 
5 implicadas en el sistema cardiovascular (Figura R4 y Tabla R6). Estaban alteradas, entre otras, 
rutas relacionadas con la hipoxia, tales como la vía de la inhibición de la angiogénesis por la 
Trombospondina 1 (TSP1) y la señalización de HIF1α (del inglés Hypoxia Inducible Factor-1α). 
Figura R4. Rutas de señalización relacionadas con el Sistema Cardiovascular asociadas al conjunto de 
genes expresados diferencialmente en CMSP de los pacientes de SCACEST, calculado con el programa 
IPA. Cada barra azul representa una ruta, la altura de la barra es el –log(p-valor) calculado con el 
test exacto de Fischer. La línea amarilla Threshold es el p-valor =0,05. El ratio (cuadrados amarillos) 
representa la proporción de nuestro conjunto de genes que participan en la ruta, frente al número 
total de genes para esa ruta en la base de datos de IPA.
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A continuación, quisimos estudiar la regulación de las funciones alteradas detectadas en 
el análisis previo. Dado que solamente con la dirección de expresión no es posible conocer si 
los genes afectarán positiva o negativamente a un proceso, para estudiar la posible regulación 
utilizamos el estadístico z-score. El programa IPA, en base a estudios previos publicados en 
revistas revisadas por expertos determina cómo afectará cada gen al proceso según esté sobre- 
expresado o disminuido en nuestro conjunto de datos, y le asigna un z-score. El z-score indica la 
significación del cambio de expresión, la función se considera aumentada si el z-score es positivo 
(en rojo) y disminuida si el z-score es negativo (en verde), comparado con la previsión al azar.
En la Figura R5 se muestran las funciones asociadas al sistema cardiovascular en relación a 
la regulación de cada función, calculada en base al z-score. Así, la predicción es que los procesos 
con mayor aumento en las CMSP de los pacientes de SCACEST comparado con los pacientes 
con AI son la angiogénesis, las lesiones vasculares o el movimiento de células endoteliales, y 
con menor aumento estarían la vasodilatación o la dilatación de la cámara del corazón (Figura 
R5, Tabla A3). Comprobamos por ejemplo que la angiogénesis estaría aumentada en pacientes 
con SCACEST (z-score 2,166) porque 18 de los 28 genes implicados en la angiogénesis tienen un 
sentido de su expresión consistente con un aumento en la angiogénesis, según lo descrito en la 
literatura científica (Tabla A3). Por el contrario, la dilatación de la cámara del corazón disminuiría 
en SCACEST puesto que 5 de los 7 genes implicados en este proceso tienen un sentido en 
su expresión que, en base a estudios previos, disminuiría la dilatación (Figura R5, Tabla A4). 
Tabla R6. Vías de señalización relacionadas con el sistema cardiovascular afectadas en los pacientes de 
SCACEST. 
Vías de Señalización de Ingenuity  -log         
(p-valor)
Ratio Genes
Inhibición de la Angiogénesis por TSP1 2,84E00 1,03E-01 VEGFA, JUN, THBS1, AKT3 
Señalización de HIF1α 2,4E00 5,56E-02 VEGFA, JUN, MMP14, AKT3 , 
MMP2, SLC2A3
Vía de señalización del Receptor 
Purinérgico P2γ
2,06E00 4,29E-02 PLCD3, JUN, PRKAR2B, P2RY6, 
ADCY4, AKT3 
Señalización del óxido Nítrico en el 
Sistema Cardiovascular
1,55E00 4,00E-02 VEGFA, PDE2A, PRKAR2B, 
AKT3 
Papel de NFAT en la Hipertrofia 
Cardiaca
1,27E00 2,84E-02 PLCD3, PRKAR2B, CAMK2A, 
ADCY4, RCAN2, AKT3 
La ratio se calcula con el número de genes diferencialmente expresados que participan en la vía de 
señalización, dividido por el número total de genes en esa vía, según la base de datos del programa IPA. La 
significación estadística se calculó utilizando el test exacto de Fisher y se representa como −log(p-valor).
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Para algunos procesos, como la arteriosclerosis, la estenosis, la isquemia del miocardio o la 
enfermedad de la arteria coronaria, no se pudo calcular el z-score ya que tan sólo en algunos 
genes se conoce en los estudios hasta la fecha si aumentan o disminuyen el proceso (Tabla A5). 
En conjunto, los resultados del análisis IPA centrado en el sistema cardiovascular 
identifican numerosos genes diferencialmente expresados en SCACEST asociados a una mayor 
aterosclerosis y una mayor lesión en los vasos (Tabla A3). Teniendo en cuenta que los pacientes 
de SCACEST tienen mayor número de lesiones coronarias y más estenosis que los pacientes de 
AI (Tabla R1), los resultados obtenidos validan el uso del análisis in silico del perfil de expresión 
para la comparación entre los pacientes con IAM (SCACEST) y los pacientes de AI.
Figura R5. Funciones relacionadas con el Sistema Cardiovascular. Representación de las funciones 
relacionadas con el sistema cardiovascular significativamente asociadas al conjunto de genes 
expresados diferencialmente en CMSP de los pacientes de SCACEST, calculado con el programa IPA. 
El eje X muestra el z-score para cada grupo ontológico, que predice una regulación positiva (rojo) o 
negativa (verde) para los genes asociados a esa función.
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4.4.2. Evidencia de la inflamación post-IAM en el análisis funcional de expresión 
génica.
A continuación analizamos el efecto del IAM en la respuesta inmune de las CMSP. En 
estudios previos se demuestra que después del IAM se produce inflamación sistémica.280  Por 
ello, quisimos analizar en detalle los procesos y vías de señalización asociados a la respuesta 
inmune que podrían estar siendo afectadas por los genes diferencialmente expresados en las 
CMSP de los pacientes de SCACEST. 
En este contexto, el análisis IPA identificó diversos procesos afectados relacionados con 
la inflamación y la infección. Entre las vías con afectación más significativa, encontramos las 
de señalización y producción de IL12 en macrófagos, la señalización de PI3K en los linfocitos B 
y vías de citoquinas implicadas en mediar la comunicación entre células (Figura R6 y Tabla R7). 
Es interesante destacar que también aparece la vía de señalización de HMGB1, una proteína 
DAMP prototípica.124 A continuación, se representaron los procesos alterados asociados a la 
respuesta del sistema inmune respecto al z-score para determinar su regulación (Figura R7). 
Figura R6. Vías de señalización relacionadas con el Sistema Inmune asociadas a los genes expresados 
diferencialmente en las CMSP de los pacientes de SCACEST, calculado con el programa IPA. Cada 
barra azul representa una ruta, la altura de la barra es el –log(p-valor) calculado con el test exacto de 
Fischer. La línea amarilla Threshold es el p-valor=0,05. El ratio (cuadrados amarillos) es la proporción 
de nuestro conjunto de genes que participan en la ruta, frente al número total de genes para esa ruta 
de la base de datos IPA.
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De los resultados obtenidos, identificamos la quimiotaxis, migración e infiltración de leucocitos 
como los procesos con mayor aumento en las CMSP de los pacientes con SCACEST (Figura R7, 
Tabla A6). De los 41 genes relacionados con la migración de células mieloides y del conjunto de 
leucocitos, 21 tienen un sentido en su expresión consistente con un aumento en la migración 
(z-score 2,054 y 1,709 respectivamente; Tabla A6). Asimismo, identificamos genes cuya sobre-
expresión (IL10, ADORA3) y disminución (FCER1A, MS4A2) harían que aumentase la apoptosis 
de leucocitos (Tabla A6).
Por el contrario, según el análisis IPA, en las CMSP de los pacientes de SCACEST habría 
una disminución en la respuesta de linfocitos T, macrófagos y neutrófilos, comparado con los 
pacientes con AI (Figura R7, Tabla A7). La sobre-expresión de genes que codifican para la proteína 
Tabla R7. Vías de señalización relacionadas con el sistema inmune que están afectadas en las CMSP de 
los pacientes de SCACEST. 
Vías de Señalización de Ingenuity  -log 
(p-valor)
Ratio Genes
Señalización y Producción de IL12 en 
Macrófagos
3,12E00 5,16E-02 PPARG, APOC1, JUN, IL10, 
MAF, AKT3, APOC2, IL4 
Señalización de PI3K en Linfocitos B 2,43E00 4,76E-02 VAV2, PLCD3, JUN, ATF3, 
CAMK2A, AKT3,IL4 
Citoquinas implicadas en mediar la 
Comunicación entre Células del Sistema 
Inmune
2,07E00 7,27E-02 IL8, IL10, IL32, IL4
Señalización de HMGB1 1,91E00 5.00E-02 IL8, JUN, RHOD, AKT3, 
SERPINE1
Producción de Óxido Nítrico y Especies 
Reactivas de Oxígeno
1,8E00 3,33E-02 APOC1, JUN, PPP1R14D, 
RHOD, AKT3, APOC2, IL4
Señalización de IL8 1,38E00 3,11E-02 VEGFA, IL8, RHOD, AKT3, 
MMP2, LIMK2
Interacción de Células Dendríticas y Células 
NK 
1,37E00 4,17E-02 CAMK2A, ACTB, NCR3, IL4 
Señalización de TREM-1 1,36E00 4,55E-02 IL8, IL10, AKT3
Señalización de IL6 1,31E00 4.00E-02 IL1R2, IL8, JUN, TNFAIP6
El ratio se calcula con el número de genes diferencialmente expresados que participan en la vía de 
señalización, dividido por el número total de genes en esa vía, según la base de datos del programa IPA. La 
significación estadística se calculó utilizando el test exacto de Fisher y se representa como −log(p-valor).
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Figura R7. Funciones relacionadas con el Sistema Inmune. Representación de las funciones 
relacionadas con el sistema inmune significativamente asociadas al conjunto de genes expresados 
diferencialmente en CMSP de los pacientes de SCACEST, calculado con el programa IPA. El eje X 
muestra el z-score para cada grupo ontológico, que predice una regulación positiva (rojo) o negativa 
(verde) para los genes asociados a esa función.
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anti-inflamatoria IL10 o para PPARγ, que se ha asociado a la polarización a M2 de los Mφ,35 unido 
a la expresión disminuida de genes pro-inflamatorios (IL32, LAG3, CXCL9, IL34) harían que se 
regulase negativamente la respuesta de estas células del sistema inmune (Tabla A7).
En conjunto, al analizar las diferencias de expresión génica entre pacientes de AI y 
pacientes con IAM (SCACEST), comprobamos que a nivel transcripcional hay muchos genes 
que están implicados en la regulación negativa de la respuesta inmune. Esto apunta a que, 
además de la inflamación sistémica que afecta a las CMSP después del IAM, en estos pacientes 
están produciéndose al mismo tiempo mecanismos compensatorios para atenuar un exceso 
de inflamación, un hecho que, por otra parte, puede afectar su respuesta frente a futuras 
colonizaciones por patógenos.
4.5. El perfil anti-inflamatorio de los Monocitos de sangre periférica correlaciona 
con la severidad de los pacientes con SCA.
El análisis funcional del array de expresión nos reveló la existencia de una posible 
regulación hacia una respuesta anti-inflamatoria del sistema inmune como consecuencia del 
IAM. Además, estos resultados concuerdan con estudios previos de nuestro laboratorio en los 
que se observaba un aumento significativo del regulador negativo IRAK-M en Mφ de sangre 
periférica pocas horas después del IAM,69 lo que apuntaba a un cambio hacia una respuesta anti-
inflamatoria en estas células. Por ello, decidimos centrar nuestra investigación en este aspecto 
y estudiar si la inflamación inicial provocada por el IAM da lugar a una posterior polarización 
del sistema inmune. En particular, centramos el estudio en los Mφ de sangre periférica, ya que 
estas células juegan un papel principal en la respuesta inmune innata, así como en el desarrollo 
y progresión de los SCA. Como en el caso de las CMSP, para el estudio se recogieron muestras 
de sangre 24-36h después del episodio cardiovascular. Decidimos incluir todos los grupos de 
pacientes de IAM (SCASEST y SCACEST), así como los pacientes de AI y un grupo de 10 voluntarios 
sanos (VS), para identificar si existían diferencias en la activación de los Mφ debido a los distintos 
contextos clínicos. A pesar de que los pacientes de SCASEST no se incluyeron en los análisis de 
expresión génica debido a la gran variabilidad y al poco número de pacientes incluidos en el array 
(n=5), para los estudios del perfil inflamatorio de los Mφ se incluyeron estos pacientes con una 
muestra mayor (n=24) que compensara la gran variabilidad existente dentro de los pacientes.
En primer lugar analizamos el perfil inflamatorio de los Mφ cuantificando por qPCR los 
niveles de expresión de distintos genes característicos del fenotipo pro-inflamatorio clásico o 
M1 y de la respuesta alternativa o M2 (Figura R8). Se valoró la expresión de los genes pro-
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inflamatorios TNFα, IL6 y Migration Inhibitory Factor (MIF) (Figura R8 A-C), de los genes anti-
inflamatorios IL10, CCL18,192 así como de la quimioquina MCP-1/CCL2, asociada al reclutamiento 
de Th2 250 (Figura R8 D-F). Los resultados obtenidos indican que en aquellos pacientes con mayor 
número de lesiones y más estenosis coronaria (SCASEST y SCACEST), los Mφ de sangre periférica 
tienen menores niveles de expresión de las citoquinas pro-inflamatorias (Figura R8 A-C). Por el 
contrario, los niveles de expresión de los factores de respuesta alternativa o M2, IL10 y CCL2, 
eran mayores en los pacientes con SCACEST comparado con los pacientes con AI y con los VS 
(Figura R8 D, E).  No encontramos diferencias significativas para la quimioquina CCL18 (Figura 
R8 F). Estos datos sugieren que los Mφ de los pacientes con SCACEST presentan un fenotipo M2.
Figura R8. La polarización M2 de los Mφ de sangre periférica correlaciona con la gravedad de la 
enfermedad. A-D, Análisis por qPCR de los niveles de ARNm a nivel basal de TNFα (A), IL6 (B), MIF (C), 
IL10 (D), CCL2 (E) y CCL18 (F) en monocitos de sangre periférica de los pacientes de SCA (morado) y 
los VS (blanco). Se muestra el ratio del ARNm [gen]/[β-actina]. Los gráficos son box plots de la M±DE. 
VS n=10, pacientes de SCA: AI n=29, SCASEST n= 24, SCACEST n= 21. *p<0,05, **p<0,01, ***p<0.001 
pacientes vs VS (ANOVA/Dunn).
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A continuación, analizamos la respuesta inflamatoria de los Mφ de los pacientes y los 
VS en respuesta al LPS (3h, 10ng/ml; Figura R9). Al analizar la expresión de los factores pro y 
anti-inflamatorios en los Mφ estimulados con LPS, constatamos que las células provenientes 
de los pacientes con IAM (SCASEST y SCACEST) no fueron capaces de aumentar la expresión 
de TNFα, IL6 o MIF como ocurría en los VS (Figura R9 A-C). Sin embargo, sólo los Mφ de los 
pacientes con SCACEST presentaban un incremento significativo de los niveles de IL10, CCL2 y 
CCL18 (Figura R9 D-F). Estos resultados indican que los Mφ de los pacientes con IAM desarrollan 
una clara respuesta anti-inflamatoria y se corresponden con los resultados obtenidos a nivel 
de expresión basal, que apuntaban a una activación M2 (Figura R8). No obstante, en el caso 
específico de los pacientes de SCACEST, están más claramente polarizados hacia un fenotipo M2 
Figura R9. Los Mφ de sangre periférica de los pacientes de SCACEST presentan tolerancia a 
endotoxinas. A-D, Análisis por qPCR de los niveles de ARNm tras la estimulación con LPS (3h, 10ng/
ml) de TNFα (A), IL6 (B), MIF (C), IL10 (D), CCL2 (E) y CCL18 (F) en monocitos de sangre periférica de 
los pacientes de SCA (morado) y los VS (blanco). Se muestra el ratio del ARNm [gen]/[β-actina]. Los 
gráficos son box plots de la M±DE. VS n=10, pacientes de SCA: AI n=29, SCASEST n= 24, SCACEST n= 21. 
*p<0,05, **p<0,01, ***p<0,001 pacientes vs VS (ANOVA/Dunn).
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y, en consecuencia, su tolerancia a endotoxinas es más pronunciada. Los pacientes con SCACEST 
son los que muestran mayor daño en los tejidos (mayor número de lesiones coronarias y más 
necrosis miocárdica), con lo que parece existir una relación entre el daño en los tejidos y la 
polarización hacia una respuesta alternativa o M2.
Dado que dentro de cada grupo de SCA existe heterogeneidad en la respuesta inflamatoria 
y con el objetivo de establecer una clasificación más ajustada del perfil inflamatorio de los Mφ 
de sangre periférica de estos pacientes, establecimos un índice M1/M2 (Materiales y Métodos 
3.17). Este índice se calculó en base a los niveles de  TNFα e IL10 en los Mφ de sangre periférica 
de los pacientes, tanto a nivel basal (Figura R8 A y D), como después de la exposición a LPS 
(Figura R9 A y D). A nivel basal, los Mφ de todos los pacientes con SCASEST, y casi la totalidad 
de los pacientes con SCACEST (96%), se distribuyen a lo largo del rango M2 (Figura R10 A). Por 
el contrario, los pacientes con AI se clasifican como M1 (31%), M0 (31%) y M0/M2 (38%). Una 
vez estimulados con LPS (10ng/ml, 3h, Figura R10 B), pocos pacientes con SCACEST y SCASEST 
presentan una activación clásica M1 de los Mφ (33% y 19% respectivamente). Por el contrario, 
la mayoría presentan una activación alternativa M2 (67% y 81% respectivamente), indicativo 
de un estado refractario o de tolerancia a endotoxina. Sin embargo, gran parte de los pacientes 
con AI muestran una respuesta M1 (59%), e incluso un 33% presenta una activación M1 más 
pronunciada que un control sano. Es importante señalar que el perfil inflamatorio de los Mφ de 
los pacientes fue analizado pasadas las primeras 24h (30±6h) del episodio coronario, para evitar 
la primera fase pro-inflamatoria.
Figura R10. Clasificación del perfil inflamatorio de los Mφ de sangre periférica de los pacientes de 
SCA. A-B, Índice M1/M2 de los pacientes de AI (barras verdes), SCASEST (barras azules) y SCACEST 
(barras rojas) calculado en base a los niveles de ARNm de TNFα e IL10 en los Mφ de sangre periférica 
a nivel basal (A) y después de 3h de estímulo con LPS (10ng/ml, B). Los datos representados son el 
porcentaje de pacientes dentro de cada grupo del Índice.
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4.6. El nivel de ADN mitocondrial en suero es mayor en aquellos pacientes con 
mayor daño tisular. 
Una vez establecido que los Mφ de sangre periférica de los pacientes con IAM mostraban 
una clara tolerancia a endotoxinas, más acusada en los pacientes con SCACEST, quisimos estudiar 
la causa de este fenómeno. Una de las características diferenciales de los pacientes de SCACEST 
es que tienen más daño tisular causado por un mayor número de lesiones coronarias y más 
necrosis después del IAM. Teniendo en cuenta que en estos pacientes es precisamente en los 
que la tolerancia a endotoxinas es más acusada, y basándonos en estudios previos de otros 
grupos y de nuestro laboratorio, decidimos analizar la presencia en el suero de estos pacientes 
de determinadas moléculas liberadas por los tejidos dañados que pueden actuar como DAMPs 
endógenos, así como correlacionar su concentración con el grado de tolerancia a endotoxinas 
que manifestaban sus Mφ.
En numeroso estudios previos se ha demostrado que el daño tisular provoca la liberación 
de diversos componentes de la matriz extracelular como el ácido hialurónico (HA),2 pudiendo 
ser reconocidos por el sistema inmune innato como un DAMP. El HA es degradado en pequeños 
fragmentos de bajo peso molecular que activan procesos inflamatorios y subsiguientes estados 
de tolerancia en distintos tipos celulares, incluyendo los Mφ.68, 219, 273 Por ello, quisimos comprobar 
si en los pacientes de SCA, en los cuales existe daño tisular, se liberaba HA a la circulación, 
pudiendo ser la causa de la polarización de los Mφ al fenotipo M2 que se observa en estos 
pacientes. Sin embargo, al analizar la concentración de HA en el suero de los pacientes con SCA y 
en los VS, no encontramos diferencias significativas entre los distintos grupos (Figura R11). 
Figura R11. La concentración de HA en el plasma de los pacientes con SCA es similar a la de VS. 
Cuantificación de la concentración de HA por ELISA en el plasma de pacientes de SCA (gris) y VS 
(blanco). Los gráficos son box plots de la M±DE. VS n=10, pacientes de SCA: AI n=29, SCASEST n= 24, 
SCACEST n= 21. ns: no significativo, pacientes vs VS (ANOVA/Dunn).  
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Por otra parte, en estudios recientes se ha demostrado la existencia de ADN mitocondrial 
(ADNmt) en el suero de pacientes con trauma agudo,339 así como en el fluido de las articulaciones 
en pacientes con artritis reumatoide.51 Estos trabajos indican que el ADNmt  podría contribuir 
a la respuesta inflamatoria al actuar como un DAMP.56 Así mismo, se ha descrito que existe un 
aumento de los niveles de ADNmt  en infarto cerebral agudo 307 y en otras enfermedades.182 De 
esta forma, el daño tisular asociado al SCA podría estar liberando ADNmt a la circulación. Con 
estos antecedentes, decidimos examinar si la polarización a M2 que observamos en los Mφ de 
sangre periférica en los pacientes con SCA más severo se correlacionaba con mayores niveles de 
ADNmt en sangre. Para ello, medimos el ADNmt presente en el suero de los pacientes reclutados, 
así como en los VS. Tal y como se aprecia en la Figura R12, el nivel de ADNmt  en el suero era 
significativamente mayor (~3,5  veces más) en los pacientes del grupo SCACEST comparado con 
los pacientes de AI y los VS, mientras que en los pacientes de SCASEST este aumento no llega a 
ser significativo. 
Para comprobar si existía una correlación entre los niveles de ADNmt y el perfil inflamatorio 
del Mφ, comparamos los niveles de ADNmt respecto al índice M1/M2 que presentan los Mφ de 
los pacientes. En este caso, comprobamos que la concentración de ADNmt era significativamente 
mayor en los pacientes que presentaban Mφ con un fenotipo M2, tanto en relación al índice a 
nivel de expresión basal (Figura R13 A), como en relación al índice M1/M2 tras la exposición al 
LPS (Figura R13 B).
Figura R12. El nivel de ADNmt presente en el suero es mayor en los pacientes de SCACEST. Niveles 
de ADNmt en el plasma de los pacientes de SCA (morado) y los VS (blanco).  Los gráficos son box plots 
de la M±DE. VS n=10, pacientes de SCA: AI n=29, SCASEST n= 24, SCACEST n= 21.  **p<0,01, ns: no 
significativo, pacientes vs VS (ANOVA/Dunn).
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Estos datos confirman que hay un aumento significativo de ADNmt circulante en aquellos 
pacientes que tienen mayor daño en los tejidos (grupo SCACEST), hecho que correlaciona 
estadísticamente con el fenotipo M2 que presentan sus Mφ.
4.7. La exposición prolongada de los Mφ al ADN mitocondrial induce una 
respuesta M2.
Los resultados obtenidos en los pacientes de SCA muestran que existe un aumento en los 
niveles de ADNmt en circulación en aquellos pacientes que presentan Mφ con un fenotipo M2. 
Recientemente, se ha descrito que el ADNmt puede provocar una respuesta inflamatoria en los 
neutrófilos 339 y que la inyección intra-articular de ADNmt en ratones induce artritis mediada por 
Mφ.51 En otros contextos, como por ejemplo las infecciones por bacterias Gram negativas o su 
simulación mediante la estimulación con LPS, se ha demostrado que una activación inflamatoria 
inicial acaba evolucionando hacia una respuesta anti-inflamatoria o M2.29, 246 Por ello, decidimos 
estudiar si la exposición a ADNmt también induce el desarrollo de un fenotipo M2 provocando 
un estado de tolerancia a endotoxinas en los Mφ. Con este propósito, incubamos Mφ humanos 
Figura R13. Los niveles de ADNmt en suero correlacionan con el perfil anti-inflamatorio de los Mφ 
de sangre periférica de los pacientes. Niveles circulantes de ADNmt en el suero de los pacientes de 
SCA relacionado con el Índice M1/M2 de los Mφ de sangre periférica.  A, Índice a nivel basal, grupos: 
M1 n=2, M1/M0 n=5, M0 n=19, M2/M0 n=28, M2 n=21. M±DE; *p<0,05, ns: no significativo; grupos 
vs M0 (ANOVA/Dunn). B, Índice después del estímulo con LPS (3h, 10ng/ml), grupos: M1 alto n=5, 
M1 n=27, M2/M1 n=23, M2 n=20. M±DE; *p<0,05, ns: no significativo; grupos vs M1 (ANOVA/Dunn).
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procedentes de sangre periférica de voluntarios sanos durante 5 días con 5µg/ml de ADNmt 
aislado de la línea celular humana HeLa (Figura R14 A). Este modelo pretende simular lo que 
hemos comprobado que sucede en los pacientes con IAM, en los cuales, después del episodio 
de infarto las células circulantes están en contacto durante  periodos largos de tiempo con el 
ADNmt. 
Pasado el tiempo de incubación se determinó la producción de citoquinas en los 
sobrenadantes de los cultivos. Comprobamos que el ADNmt induce una leve respuesta 
inflamatoria, con un aumento de secreción de la citoquina pro-inflamatoria IL6, pero que en 
TNFα no llega a ser significativo (Figura R14 B, C). No se hallaron niveles detectables de las 
citoquinas IL1β e IL12p40 (datos no mostrados). En estos ensayos se incluyó el tratamiento con 
ADN nuclear (ADNnu) como control de la contaminación residual en los extractos de ADNmt (ver 
materiales y métodos apartado 3.6). Al contrario que con el ADNmt, el tratamiento con el ADNnu 
no afectaba a la producción de citoquinas, que eran similares a la de las células sin tratamiento 
(Figura R14 B, C). El análisis de la producción de citoquinas en los sobrenadantes de los cultivos 
a 24h arrojó los mismos resultados que a 5 días (datos no mostrados).
Figura R14. Respuesta de los Mφ humanos de sangre periférica al ADN mitocondrial. A, Modelo 
experimental: Mφ de sangre periférica de VS se estimularon con ADNmt (5µg/ml, barra morada clara), 
ADNnu (5µg/ml, barra morada oscura), LPS (10ng/ml, barra negra) o sin estimular (barra gris) durante 
5 días. B-C, Niveles de proteína en el sobrenadante de los cultivos determinados por CBA. B, TNFα;  
C, IL6. M±DE, n=3. *p<0,05, ***p<0,001, ns: no significativo, tratamientos vs control (ANOVA/Dunn). 
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Con el objetivo de caracterizar mejor el perfil de los Mφ pre-tratados con el ADNmt, 
analizamos la expresión del receptor depurador o scavenger CD163, un antígeno especifico de 
macrófagos M2. Se ha demostrado que CD163 se induce en una subpoblación de Mφ polarizados 
en respuesta a factores anti-inflamatorios como la IL4, la IL10 o los corticosteroides.38, 293 La 
exposición prolongada al ADNmt o al ADNnu induce en los Mφ un leve aumento de la frecuencia 
de CD163, pero no llega a ser significativa comparado con el control (Figura R15 A). Del mismo 
modo, la expresión en superficie de las moléculas presentadoras de antígeno MHC de clase II, 
HLA-DQ y HLA-DR, tenían un patrón de expresión similar al inducido por la estimulación con LPS 
(Figura R15 B, C), sin llegar a ser significativo respecto al control. 
Figura R15. La exposición al ADNmt no altera la expresión en superficie de CD163, HLA-DQ y HLA-
DR. A, Gráficos Dot Blot de la frecuencia de CD163+CD14+ en Mφ pre-expuestos  5 días a ADNmt 
(segundo panel), ADNnu (tercer panel), LPS (último panel) o sin tratamiento (primer panel).  Los 
valores del cuadrante superior derecho representan la media de 3 experimentos. B-C, Histogramas 
de la expresión en superficie de HLA-DQ (B) y HLA-DR (C) en Mφ CD14+, pre-expuestos a ADNmt 
(izquierda, línea morada), ADNnu (derecha, línea morada) o LPS (línea discontinua), comparado con 
Mφ sin tratamiento (relleno gris). Figuras representativas de 3 experimentos independientes. 
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Para comprobar si esta leve respuesta inflamatoria podría inducir una respuesta de los Mφ 
tipo M2 o de tolerancia a endotoxinas a un estímulo inflamatorio posterior, transcurridos los 5 
días de pre-incubación con el ADNmt o el ADNnu, los Mφ se estimularon con LPS (24h, 10ng/ml; 
Figura R16 A). Mientras que las células que no habían sido pre-tratadas eran capaces de producir 
altos niveles de las citoquinas pro-inflamatorias TNFα, IL6, IL1β e IL12p70 en respuesta a la 
estimulación con LPS, la pre-incubación con el ADNmt provocó una reducción significativa en la 
producción de estas citoquinas pro-inflamatorias (Figura R16 B-E). En el caso del pre-tratamiento 
con el ADNnu, se afectaba la producción de las citoquinas IL6, IL12p70 e IL1β (Figura R16 C, D y 
E). Sin embargo, en este caso los cambios en TNFα no fueron significativos (Figura R16 B). Esta 
reducción en la producción de citoquinas pro-inflamatorias también se produjo en los Mφ pre-
estimulados con LPS que se utilizaron como control positivo del fenotipo tolerante o M2.71, 250 
Asimismo, la pre-incubación con LPS propicia un aumento de la producción de TGF-β, proteína 
característica de la respuesta M2, pero no así la pre-incubación con el ADNmt o el ADNnu (Figura 
R16 F). En conjunto, estos resultados demuestran que, aunque el ADNmt induce una inflamación 
con producción significativa de IL6 (Figura R15), contribuye también a la activación de procesos 
Figura R16. La exposición al ADNmt reprograma a los Mφ hacia una respuesta anti-inflamatoria  al 
LPS. A, Modelo experimental: Mφ de sangre periférica de VS se estimularon con ADNmt (5µg/ml, 
barra morado claro), ADNnu (5µg/ml, barra morado oscuro), LPS (10ng/ml, barra gris) o sin estimular 
(barra negra). Pasados 5 días se lavaron y se estimularon con LPS (10ng/ml) durante 24h. B-F, niveles 
de las proteínas TNFα (B), IL6 (C), IL12p70 (D) IL1β (E) y TGF-β (F) en el sobrenadante de los cultivos 
determinado por CBA. M±DE, n=4. *p<0,05, **p<0,01, ***p<0,001, ns: no significativo, vs el control 
correspondiente sin pre-estímulo (ANOVA/Dunn). 
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que conducen a la reprogramación a una respuesta alternativa M2 (Figura R16). Por otro lado, la 
pre-incubación con ADNnu, que no induce una respuesta inflamatoria significativa, genera una 
tolerancia a endotoxinas mas atenuada que el ADNmt.
En el análisis por citometría de flujo de CD163, marcador de activación M2, comprobamos 
que cuando se pre-trataba con ADNmt o ADNnu, el estímulo con LPS producía un leve aumento 
en la frecuencia de los Mφ CD163+CD14+ comparado con los Mφ sin pre-tratamiento, pero 
que no llega a ser estadísticamente significativo (Figura R17). Este aumento de la población 
CD163+CD14+ era significativo en el caso de pre-exposición al LPS que utilizamos como control 
positivo del fenotipo M2 (Figura R17 B). 
La disminución de la presentación antigénica en los Mφ humanos tolerantes a endotoxina 
es una característica que ha sido descrita tanto en nuestro laboratorio como por otros autores.71, 
325 Por ello, evaluamos las moléculas presentadoras de antígeno MHC de clase II HLA-DQ y HLA-
DR por citometría de flujo (Figura R18). Tras 24 horas de estímulo con LPS, tanto los niveles de 
HLA-DQ como de HLA-DR eran significativamente menores en aquellos Mφ pre-tratados con el 
ADNmt, con una disminución de la expresión de aproximadamente la mitad para HLA-DQ y de 
Figura R17. La pre-exposición al ADNmt no afecta a la 
frecuencia de Mφ CD163+ CD14+. A, Gráficos Dot Blot 
de las frecuencias de la población CD163+CD14+ tras 24h 
de estímulo con LPS (10ng/ml) en Mφ pre-estimulados  5 
días con ADNmt (segundo panel), ADNnu (tercer panel), 
LPS (último panel) o sin pre-tratamiento (primer panel).  
Figura representativa de 3 experimentos independientes. 
Los valores del cuadrante superior derecho representan 
la media de los 3 experimentos. B, Representación del 
análisis estadístico de las frecuencias de CD163+CD14+ 
M±DE, n=3. **p<0,01, ns: no significativo, vs el control 
correspondiente sin pre-tratamiento (ANOVA/Dunn). 
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un tercio para HLA-DR (Figura R18). Como era de esperar, en el modelo clásico de tolerancia a 
endotoxina en el que usamos el LPS como inductor de la tolerancia,71 se produjo un marcado 
descenso en los niveles en superficie de HLA-DQ y HLA-DR después del segundo estímulo con 
LPS. Por el contrario, en Mφ pre-tratados con el ADNnu los niveles de HLA-DQ y HLA-DR eran 
comparables a los niveles de los Mφ sin pre-tratamiento (Figura R18). 
Por tanto, aunque el ADNnu genera tolerancia a endotoxinas, la reprogramación de los 
Mφ es más atenuada comparado con el ADNmt, ya que los cambios en la secreción de citoquinas 
en los Mφ pre-tratados con ADNnu son menores (Figura R16) y no se producen cambios en 
la expresión en superficie de las moléculas presentadoras de antígeno (Figuras R18). Así, los 
extractos enriquecidos en ANDmt producen mayores efectos que los de ADNnu. 
Los resultados obtenidos en estos experimentos indican que la tolerancia inducida por la 
exposición prolongada al ADNmt se asemeja a la tolerancia generada por el LPS. La tolerancia a 
endotoxinas inducida por el ADNmt se engloba dentro de los fenómenos de tolerancia cruzada 
o heterotolerancia, ya que según hemos observado el ADNmt (reconocido a través del TLR9 339) 
Figura R18. La pre-exposición al ADNmt disminuye la expresión en superficie de HLA-DQ y HLA-DR 
en respuesta al LPS. A-B, Histogramas de la expresión en superficie de HLA-DQ  (A) y HLA-DR (B) 
en Mφ CD14+ tras 24h de estímulo con LPS (10ng/ml), determinado por citometría de flujo en Mφ 
pre-expuestos a ADNmt (línea negra, primer panel), ADNnu (línea negra, segundo panel), LPS (línea 
negra, tercer panel), comparado con Mφ sin pre-tratamiento (relleno gris, todos los paneles). Figura 
representativa de 4 experimentos independientes. El valor en la parte superior derecha representa el 
descenso en la media de la IMF de los 4 experimentos comparado con los controles sin pre-estímulo. 
C-D, Representación del análisis estadístico de la IMF de HLA-DQ (C) y HLA-DR (D). M±DE, n=4. *p<0,05, 
**p<0,01, ***p<0,001, ns: no significativo, vs el control de Mφ sin pre-estímulo (ANOVA/Dunn).
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provoca la tolerización al LPS, ligando del TLR4. En conjunto, los resultados obtenidos in vitro 
reflejan la situación observada en los pacientes de SCACEST, los cuales tenían elevados niveles de 
ADNmt circulante (Figura R12) y presentaban una marcada tolerancia a endotoxinas (Figura R9).
4.8. La exposición al conjunto de DAMPs mitocondriales induce una tolerancia 
a endotoxina  más acusada.
El hecho de que se encontraran cantidades significativas de ADNmt circulante en los 
pacientes con SCA, indica que se ha producido una ruptura de la mitocondria como consecuencia 
de un daño y/o necrosis tisular. Se ha descrito que durante esta proceso, además del ADNmt, 
son liberados a la circulación numerosos DAMPs mitocondriales, como por ejemplo los péptidos 
formilados 339 o el citocromo C.137 Por otro lado, en un modelo de rata se ha demostrado que la 
inyección intravenosa de lisados mitocondriales causa inflamación pulmonar.339
Por ello, decidimos comprobar si la estimulación con una combinación de los distintos 
DAMPs liberados por la ruptura de la mitocondria podría inducir una polarización hacia M2 
mayor que hemos descrito previamente con la estimulación con ADNmt. Por otro lado, el uso de 
lisados mitocondriales (LisMt) completos reflejaría más fielmente la situación en los pacientes, 
ya que exponemos a los Mφ al conjunto de DAMPs liberados por la ruptura mitocondrial. 
Comprobamos que la incubación con LisMt induce una respuesta inflamatoria leve (Figura R19). 
Se observa un ligero aumento en la producción de TNFα e IL6 a los 5 días de tratamiento con el 
LisMt, pero sin llegar a ser significativo (Figura R19 A, B). Sí se observa un aumento significativo 
en la producción de IL8 en los Mφ expuestos al LisMt (Figura R19 C). Por otra parte, no se hallaron 
niveles detectables de las citoquinas IL1β e IL12p40 (datos no mostrados). 
Figura R19. La estimulación de Mφ humanos de sangre periférica con lisado mitocondrial induce la 
producción de IL8. Mφ de sangre periférica de VS se estimularon con LisMt (20µg/ml, barra verde), 
LPS (10ng/ml, barra negra) o sin estimular (barra gris). A-C, niveles de las proteínas TNFα (A), IL6 (B) e 
IL8 (C) en el sobrenadante de los cultivos determinado mediante CBA. M±DE, n=3.* p<0,05, **p<0,01, 
***p<0,001, ns: no significativo, tratamientos vs control (ANOVA/Dunn). 
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La exposición al LisMt induce un aumento significativo de la frecuencia del receptor CD163 
(Figura R20 A). La expresión de las moléculas de superficie HLA-DQ y HLA-DR en los Mφ CD14+ es 
similar a la inducida por el LPS, pero en ninguno de los casos los cambios son significativos frente 
al control sin estímulo (Figura R20 B, C). En conjunto, los resultados obtenidos con la exposición 
de los Mφ al LisMt son similares a los obtenidos para el ADNmt. Se induce una leve respuesta 
inflamatoria, pero en el caso del LisMt también aumenta la frecuencia del receptor CD163, lo 
que sugiere que los Mφ estarían polarizados hacia el fenotipo M2.
Este hecho se confirmó cuando se expusieron los Mφ pre-tratados con el LisMt a un 
estímulo inflamatorio. Para ello llevamos a cabo un modelo experimental como el descrito 
B-C, Histogramas de la expresión en superficie y representación del análisis estadístico de la IMF 
de HLA-DQ (B)y HLA-DR (C) en Mφ CD14+ pre-expuestos a LisMt (línea marrón), o LPS (línea 
discontinua), comparado con Mφ sin tratamiento (relleno gris) . ns: no significativo, tratamientos vs 
control (ANOVA/Dunn). Figura representativa de 3 experimentos independientes.
Figura R20. La exposición al lisado 
mitocondrial aumenta la frecuencia 
de CD163, pero no altera la expresión 
de HLA-DQ y HLA-DR. A, Gráficos Dot 
Blot de las frecuencias de la población 
CD163+CD14+ y representación del 
análisis estadístico (M±DE, n=3) en 
Mφ pre-expuestos 5 días a LisMt 
(segundo panel), LPS (último panel) o 
sin tratamiento (primer panel).  Figura 
representativa de 3 experimentos 
independientes. El valor del cuadrante 
superior derecho representa la media 
de los 3 experimentos. *p<0,05, ns: no 




anteriormente para el ADNmt (Figura R16 A), pero utilizando 20µg/ml de LisMt en lugar de 
ADNmt.  En respuesta a la estimulación con LPS, la producción de IL8 no se ve afectada por la 
exposición previa al LisMt ni al LPS (Figura R21 E). Sin embargo, las células pre-expuestas al LisMt 
mostraban una disminución significativa en la producción de las citoquinas pro-inflamatorias 
TNFα, IL6, IL12p70 e IL1β (Figura R21 A-D) comparado con las células no pre-tratadas, similar 
a la disminución observada con el pre-tratamiento con la endotoxina. En consonancia con 
esta respuesta anti-inflamatoria, la producción de TGF-β aumentaba en los Mφ pre-tratados 
con el LisMt (Figura R21 F). Más aun, los niveles de ARNm de IRAK-M, regulador negativo de la 
inflamación, también aumentan con el pre-tratamiento con LisMt (Figura R21 G). Tanto el TGF-β 
como IRAK-M también están aumentados en los Mφ pre-estimulados con LPS, control positivo 
del fenotipo M2.
Figura R21. Los lisados mitocondriales generan tolerancia a endotoxinas en Mφ. Mφ humanos de 
sangre periférica de VS estimulados durante 5 días con LisMt (20µg/ml, barra verde), LPS (10ng/ml, 
barra gris) o sin estimular (barra negra). A los 5 días se estimularon con LPS (10ng/ml, 24h). A-F, niveles 
de las proteínas TNFα (A), IL6 (B), IL12p70 (C), IL1β (D), IL8 (E) y TGF-β (F) en el sobrenadante de los 
cultivos determinado mediante CBA. M±DE, n=3. *p<0,05, **p<0,01, ***p<0,001, ns: no significativo, 
vs el control de Mφ sin pre-estímulo (ANOVA/Dunn). G, Nivel de ARNm de IRAK-M. Se representa el 
ratio [gen]/[β-actina]. M±DE. *p<0,05, **p<0,01 vs el control de Mφ sin pre-estímulo (ANOVA/Dunn).
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Figura R22. Aumento de la frecuencia de Mφ CD163+ CD14+ en respuesta al LPS por la pre-exposición 
a DAMPs mitocondriales. A, Gráficos Dot Blot de las frecuencias de la población CD163+ CD14+ tras 
24h de estímulo con LPS (10ng/ml) en Mφ pre-expuestos 5 días a LisMt (segundo panel), LPS (último 
panel) o sin pre-tratamiento (primer panel).  Figura representativa de 3 experimentos independientes. 
Los valores en el cuadrante superior derecho representan la media de los 3 experimentos. B, 
Representación del análisis estadístico de las frecuencias de CD163+ CD14+. M±DE, n=3. **p<0,01 vs 
el control de Mφ sin pre-estímulo (ANOVA/Dunn). 
En este caso, a diferencia de lo descrito para el ADNmt o el ADNnu, la proporción de Mφ 
CD163+ CD14+ sí aumentó de forma significativa con la pre-incubación con LisMt (Figura R22). 
Asimismo, los niveles en superficie, tanto de HLA-DQ como HLA-DR, eran significativamente 
menores en las células pre-expuestas al LisMt comparado con las células sin pre-tratamiento, 
con una disminución de la IMF aproximadamente de la mitad (Figura R23). La disminución en 
superficie de HLA-DQ y HLA-DR en el modelo clásico de tolerancia a endotoxinas se muestra 
como control positivo del experimento (Figura R23).
Por tanto, cuando los Mφ se expusieron al conjunto de DAMPs mitocondriales, la 
polarización a M2 era más clara. Además, en respuesta a un estímulo inflamatorio, el descenso 
en la producción de citoquinas pro-inflamatorias y el aumento de marcadores M2 fue más 
pronunciado que cuando los Mφ se expusieron sólo al ADNmt. Esto probablemente es debido 
al efecto combinado de los distintos DAMPs mitocondriales al activar diferentes cascadas de 
señalización, lo que produce una tolerancia cruzada al TLR4 más acusada. 
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4.9. El lisado mitocondrial induce tolerancia cruzada parcial a TLR2, pero no a 
TLR3.
La tolerancia a endotoxina inducida por los DAMPs mitocondriales es un fenómeno que se 
engloba dentro de la denominada tolerancia cruzada o heterotolerancia. El término tolerancia 
cruzada se aplica a todos los casos en los que la tolerancia se desarrolla a partir de un estímulo 
inicial de distinta naturaleza del estímulo posterior.76 El hecho de que los DAMPs mitocondriales 
induzcan tolerancia a la estimulación con endotoxina sugiere que hay moléculas de señalización 
comunes que han sido reprimidas, como MyD88, IRAK, TRAF6 o las quinasas inductoras de NF-
κB. Por ello, quisimos comprobar si, además del TLR4, el conjunto de DAMPs mitocondriales 
producía tolerancia cruzada a otros TLRs con moléculas de señalización comunes. 
En primer lugar decidimos analizar la tolerización de otro receptor dependiente de la vía 
de MyD88, utilizando para ello el peptidoglicano (PGN), ligando del TLR2. Siguiendo el mismo 
modelo experimental descrito anteriormente para el LPS, transcurridos los 5 días de pre-
incubación con el LisMt, los Mφ se estimularon con 10ng/ml de PGN. Comprobamos que, al 
igual que ocurría al utilizar como estímulo secundario el LPS, después de las 24h de estímulo 
Figura R23. Disminución de la expresión 
de moléculas presentadoras de antígeno 
tras el estímulo con LPS por la pre-
exposición a lisado mitocondrial. A, 
Histogramas de la expresión en superficie 
de HLA-DQ  (arriba) y HLA-DR (abajo) tras 
24h de estímulo con LPS (10ng/ml) en 
Mφ CD14+, determinado por citometría 
de flujo en Mφ pre-estimulados con 
LisMt (línea negra, primer panel) o LPS 
(línea negra, segundo panel), comparado 
con Mφ sin pre-estímulo (relleno verde, 
todos los paneles). Figura representativa 
de 4 experimentos independientes. Los 
valores en la parte superior derecha de 
cada panel representa el descenso de la 
IMF en la media de los 4 experimentos 
comparado con los controles. B, 
Representación del análisis estadístico 
de la IMF de HLA-DQ (izquierda) y HLA-
DR (derecha). M±DE, n=4. *p<0,05, 
**p<0,01, ***p<0,001, vs el control de 
Mφ sin pre-estímulo (ANOVA/Dunn). 
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con el PGN se observaba una reducción significativa en la producción de las citoquinas pro-
inflamatorias TNFα e IL12p70 en la los Mφ pre-expuestos al LisMt en comparación con las células 
sin pre-tratamiento (Figura R24 A y C). También se observó la reducción en la producción de 
estas dos citoquinas en los Mφ pre-estimulados con PGN utilizados como control positivo de 
tolerización. Sin embargo, a diferencia del LPS, en el caso del PGN los niveles de IL6 e IL1β eran 
similares en las células pre-expuesta al LisMt y las células sin pre-tratamiento (Figura R24 B, 
D). En los Mφ pre-estimulados con PGN, los niveles de IL1β eran significativamente mayores 
comparado con las células sin pre-tratamiento, pero la producción de IL6 era similar en ambos 
grupos. No encontramos diferencias significativas entre ninguno de los tratamientos para 
la producción de TGF-β (Figura R24 E). Por otra parte, en nuestros ensayos no se detectaron 
efectos sobre la viabilidad celular debido a los tratamientos realizados (datos no mostrados). 
Estos resultados demuestran que, aunque en menor grado en comparación con lo que sucedía 
para la vía de TLR4, el LisMt produce una disminución de la respuesta inflamatoria inducida por 
el PGN, ligando de TLR2. 
Figura R24. La incubación de Mφ humanos con lisado mitocondrial induce tolerancia cruzada parcial 
al TLR2. Mφ humanos de sangre periférica de VS estimulados durante 5 días con LisMt (20µg/ml, barra 
verde), PGN (10ng/ml, barra gris) o sin pre-estimular (barra negra). A los 5 días los Mφ se estimularon 
con PGN (10ng/ml) durante 24h. A-E, niveles de las proteínas TNFα (A), IL6 (B), IL12p70 (C) IL1β (D) y 
TGF-β (E) en el sobrenadante. M±DE, n=3. *p<0,05, **p<0,01, ***p<0.001, ns: no significativo, vs el 
control correspondiente de Mφ sin pre-tratamiento (ANOVA/Dunn).
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Al analizar la proporción de Mφ CD163+ CD14+, comprobamos que el estímulo con PGN 
no inducía cambios significativos en las células pre-tratadas con LisMt comparado con las células 
sin pre-tratamiento (Figura R25). Aunque el aumento en la proporción de Mφ CD163+ CD14+ 
en las células pre-expuestas al PGN es mayor, no es significativo debido a la gran variabilidad 
(Figura R25).  De igual manera, no se observan cambios en los niveles en superficie de HLA-DQ 
y HLA-DR en las células pre-expuestas al LisMt comparado con las células sin pre-tratamiento 
(Figura R26). Sí es significativa la disminución en superficie de HLA-DQ y HLA-DR en el modelo de 
homotolerancia al PGN  (Figura R26 B).
Figura R26. La exposición al LisMt no 
afecta a la expresión en superficie de 
HLA-DQ y HLA-DR en respuesta al TLR2. 
A-B, Histogramas de la expresión en 
superficie y representación del análisis 
estadístico (M±DE, n=3) de HLA-DQ  
(A) y HLA-DR (B) tras 24h de estímulo 
con PGN (10ng/ml) en Mφ CD14+ pre-
estimulados con LisMt (línea negra, 1er 
panel), PGN (línea negra, 2º panel) o sin 
pre-tratamiento (relleno verde, todos). 
Figura representativa de 3 experimentos 
independientes. El valor en la parte 
superior derecha es el descenso en la 
media de la IMF de los 3 experimentos 
comparado con los Mφ sin pre-estímulo. 
*p<0,05, ns: no significativo, vs el control 
de Mφ sin pre-estímulo (ANOVA/Dunn). 
Figura R25. La estimulación de TLR2 en Mφ humanos pre-expuestos a lisado mitocondrial no 
afecta a la frecuencia de CD163+CD14+. A, Gráficos Dot Blot de las frecuencias de la población 
CD163+CD14+ tras 24h de estímulo con PGN (10ng/ml) en Mφ pre-expuestos 5 días a LisMt 
(segundo panel), PGN (último panel) o sin pre-tratamiento (primer panel).  Figura representativa de 
3 experimentos independientes. Los valores en el cuadrante superior derecho representan la media 
de los 3 experimentos. B, Representación del análisis estadístico de las frecuencias de CD163+ CD14+. 
M±DE, n=3. ns: no significativo, vs el control de Mφ sin pre-estímulo (ANOVA/Dunn). 
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En síntesis, se puede afirmar que los DAMPs mitocondriales provocan una tolerancia 
cruzada al TLR2, aunque el efecto sobre la activación de TLR2 no es tan amplia como sucede 
con la tolerancia cruzada que hemos descrito para TLR4. En este caso no se ven afectados ni la 
frecuencia del marcador M2 CD163, ni las moléculas presentadoras de antígeno HLA-DQ y HLA-
DR, como sí sucede cuando el segundo estímulo es el LPS (Figura R22 Y R23). Esto podría ser 
debido a que, en este caso, el espectro de componentes de señalización afectados sea menor 
que para la vía de TLR4. 
A continuación quisimos comprobar si una vía independiente de MyD88 también 
se vería afectada por la exposición a los DAMPs mitocondriales. Utilizamos el ácido 
poliinosinico:policitidilico (Poly I:C), un ligando sintético de TLR3 que mimetiza el ARN viral.10 
El TLR3 es el único TLR que no señaliza a través de MyD88, sino que señaliza a través de TRIF, 
molécula asociada también a la señalización de TLR4 7 y que está involucrada en la regulación de 
la homotolerancia al TLR4 inducida por el LPS.27 
Siguiendo nuestro modelo experimental, tras los 5 días de pre-incubación con el LisMt, los 
Mφ se estimularon con 5µg/ml de Poly I:C durante 24h. En este caso no encontramos diferencias 
significativas en la producción de las citoquinas pro-inflamatorias TNFα o IL6 entre los distintos 
tratamientos (Figura R27 A y B). La incubación con el Poly I:C no indujo niveles detectables 
de IL12p70 e IL1β (datos no mostrados). La producción del factor anti-inflamatorio TGF-β 
era significativamente mayor en los Mφ pre-estimulados con Poly I:C, pero no encontramos 
diferencias entre las células pre-tratadas con el LisMt y las células sin pre-tratamiento (Figura 
R27 C). Estos resultados indican que el LisMt no produce cambios en la activación del TLR3 por 
el Poly I:C. 
Figura R27. La incubación de Mφ con lisado mitocondrial no induce tolerancia cruzada al TLR3. Mφ 
humanos de sangre periférica de VS estimulados durante 5 días con LisMt (20µg/ml, barra morada), 
Poly I:C (5µg/ml, barra gris) o sin pre-estimular (barra negra). A los 5 días se estimularon los Mφ con 
Poly I:C (5µg/ml, 24h). A-E, niveles de las proteínas TNFα (A), IL6 (B) y TGF-β (C) en el sobrenadante. 
M±DE, n=3. *p<0,05, ns: no significativo, vs el control de Mφ sin pre-estímulo (ANOVA/Dunn).
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Por otra parte, tanto la proporción de Mφ CD163+ CD14+ (Figura R28) como los niveles 
en superficie de HLA-DQ y de HLA-DR (Figura R29) no sufrían cambios significativos en respuesta 
al estímulo con el Poly I:C entre las células pre-tratadas con LisMt comparado con las células sin 
tratamiento. Cabe destacar que el estímulo simple con Poly I:C (Figura R28, Primer panel) induce 
niveles similares de células CD163+ CD14+ que las dobles estimulaciones con LPS o con PGN 
(Figuras R22, R25).
Figura R28. La incubación de Mφ humanos con lisado mitocondrial no altera la frecuencia de CD163 
en respuesta al ligando de TLR3. A, Gráfico Dot Blot de la frecuencia de la población CD163+ CD14+ 
tras 24h de estímulo con Poly I:C (5µg/ml) en Mφ pre-expuestos  5 días a LisMt (segundo panel), a 
Poly I:C (último panel) o sin pre-tratamiento (primer panel).  Figura representativa de 3 experimentos 
independientes. El valor en el cuadrante superior derecho es la media de los 3 experimentos. B, 
Representación del análisis estadístico de las frecuencias de CD163+ CD14+. M±DE, n=3. ns: no 
significativo, vs el control de Mφ sin pre-estímulo (ANOVA/Dunn).
Figura R29. La pre-
incubación de Mφ 
humanos con LisMt no 
afecta a la expresión 
de HLA-DQ y HLA-DR  
en respuesta al TLR3. 
Histogramas de la 
expresión en superficie 
y representación del 
análisis estadístico de 
la IMF (M±DE, n=3) de 
HLA-DQ  (A) y HLA-DR 
(B) tras 24h de estímulo 
con Poly I:C (5μg/
ml) en Mφ CD14+, 
pre-expuestos a LisMt (línea negra, primer panel) o Poly I:C  (línea negra, segundo panel), y Mφ 
sin pre-tratamiento (relleno gris, todos los paneles). n=3 Figura representativa de 3 experimentos 
independientes. El valor en la parte superior derecha del panel representa el descenso de la IMF en la 
media de los 3 experimentos comparado con los controles sin pre-estímulo. ns: no significativo, vs el 
control de Mφ sin pre-estímulo (ANOVA/Dunn). 
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En conjunto, la activación del TLR3 por el Poly I:C no se vio afectada por el pre-tratamiento 
con el LisMt. Sin embargo, los Mφ expuestos al LisMt sí muestran una reducción en la secreción 
de citoquinas y una disminución de las moléculas de superficie presentadoras de antígenos en 
respuesta a la estimulación con agonistas del TLR4 y del TLR2 (LPS y PGN, respectivamente). 
Esto indica que la supresión inducida por la pre-exposición al LisMt no afecta a todos los TLRs. 
En el contexto de los pacientes de SCA, los datos in vitro sugieren que en pacientes con elevados 
niveles de ADNmt en circulación cabria esperar una afectación de la respuesta frente a agentes 
bacterianos tanto Gram negativos como positivos y sin  embargo, probablemente no se afecte 
la respuesta a virus. 
4.10. Los Mφ expuestos a lisado mitocondrial afectan la respuesta de linfocitos 
T CD4.
Dado que hemos observado que en presencia de los DAMPs mitocondriales la respuesta 
innata se polariza, y que en pacientes de SCACEST, en los que hay mayores niveles de ADNmt, 
el perfil de expresión génica indicaba una respuesta anti-inflamatoria tanto del sistema inmune 
innato como del adaptativo, decidimos estudiar el efecto de los DAMPs mitocondriales en la 
respuesta adaptiva. Cabe destacar que se ha comprobado que la estimulación del sistema inmune 
por los DAMPs endógenos no depende de la respuesta adaptativa.156 Sin embargo, los Mφ no 
sólo son efectores de la respuesta innata, sino que también están involucrados en el inicio y la 
regulación de las respuestas adaptativas. Son capaces de influenciar la producción de citoquinas 
asociadas a una respuesta  Th1, Th2 ó Th17 de los linfocitos. Los Mφ con fenotipo M1, a través 
de la secreción de citoquinas y quimioquinas como la IL12, el CXCL9 o el CXCL10, promueven 
la polarización y el reclutamiento de linfocitos Th1.190 Los linfocitos Th1 se caracterizan por la 
secreción principalmente de IFN-γ, IL2 y TNFα y son importantes en la defensa del organismo 
frente a un gran número de patógenos y en enfermedades patogénicas inflamatorias.211, 340 Por 
el contrario, los Mφ con fenotipo M2 secretan citoquinas y quimioquinas como la CCL17, CCL22 
o la CCL24, que son reconocidas por los receptores CCR4 y CCR3 presentes en células Th2 o en 
Treg.190 Los linfocitos Th2 secretan IL4 e IL10 y están asociados a la respuesta inmune humoral y a 
las repuestas alérgicas.211, 340 Los Mφ promueven la polarización hacia Th17 mediante la secreción 
de IL-1β, IL-6, IL-23 o TGF-β1.157 Las células Th17 producen principalmente IL17 y promueven 
respuestas pro-inflamatorias a bacterias y hongos, así como enfermedades autoinmunes.5, 123, 242 
Con el objetivo de determinar el tipo de respuesta que los Mφ expuestos a los DAMPs 
mitocondriales eran capaces de inducir en los linfocitos, co-cultivamos linfocitos heterólogos T 
CD4+ purificados con Mφ que habían sido pre-condicionados siguiendo el modelo experimental 
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descrito anteriormente (Figura R16 A). Así, se generaron por un lado Mφ con perfil M2 inducido 
por la incubación con LisMt mas un segundo estímulo con LPS, así como Mφ con perfil M1 
inducido por la estimulación con LPS 24h. De este modo, transcurridos los tratamientos se 
lavaron los Mφ y se co-cultivaron durante 4 días con las células T CD4+, pasados los cuales se 
determinó la producción de citoquinas en el sobrenadante (Figura R30).159 
Comparado con las células T CD4+ co-cultivadas con los Mφ con perfil M1, las células T 
CD4+ cocultivadas con los Mφ  pre-expuestos al LisMt presentaban un marcado aumento en la 
producción de IL4 (Figura R30 B), mientras que los niveles de IFN-γ e IL17 eran similares en ambos 
grupos (Figura R30 A y C). En los cultivos de Mφ solos no se daba una producción significativa 
de IFNγ, IL4 ó IL17. Estos resultados muestran que los Mφ con perfil M2, además de inducir la 
producción de IFN-γ e IL17 como los Mφ con perfil M1, promueven una mayor secreción de IL4 
en linfocitos T CD4+ comparado con los Mφ M1. Esto sugiere que los Mφ polarizados hacia una 
respuesta M2 por los DAMPs mitocondriales generan una respuesta mixta pero podrían estar 
induciendo un cambio hacia la respuesta Th2 en los linfocitos.
Figura R30. Los Mφ pre-expuestos al lisado mitocondrial provocan un aumento de producción de 
IL4 en los linfocitos T CD4. Mφ humanos de sangre periférica de VS estimulados durante 5 días con 
LisMt (20µg/ml, barra verde) o sin estimular (barras negra y gris) y a los 5 días estimulados con LPS 
(10ng/ml, barras negra y verde) durante 24h. Se retiró el sobrenadante y se añadieron linfocitos T 
CD4+ en una proporción 1:5 (Mφ: Lφ). A los 4 días se analizó la producción de IFNγ (A), IL4 (B) e IL17 
(C) en el sobrenadante de los cocultivos (derecha) y en Mφ solos (izquierda). M±DE, n=3. *p<0,05, ns: 
no significativo, vs el control del cocultivo con Mφ sin pre-estímulo+LPS (ANOVA/Dunn).
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4.11. Los pacientes con SCA que presentan monocitos de sangre periférica con 
fenotipo M2 tienen una tasa mayor de infecciones posteriores.
El conjunto de resultados obtenidos in vitro, en los que comprobamos que la exposición 
de Mφ a los DAMPs mitocondriales provoca una reprogramación hacia un estado refractario, 
refleja las condiciones clínicas descritas en los pacientes de SCACEST, en los cuales los niveles 
elevados de ADNmt en el suero de pacientes correlacionaban con el fenotipo M2 de sus Mφ. Esta 
polarización a M2 de los Mφ de sangre periférica observada en los pacientes con IAM (SCASEST 
y SCACEST) podría predisponer a un mayor riesgo de infecciones tal y como ocurre en otras 
patologías como la sepsis, donde también se desarrolla un estado refractario o de tolerancia a 
endotoxinas del sistema inmune innato.29, 48
Para poder valorar la tasa de infecciones posteriores al episodio coronario, se llevó a cabo 
un estudio de seguimiento de todos los pacientes reclutados en este trabajo. De los 75 pacientes, 
7 fueron readmitidos en el hospital con una infección en los 3 meses siguientes al reclutamiento 
(Tabla R1). Todos los casos estaban clasificados como SCACEST y SCASEST, un 19% y un 12% 
de cada grupo respectivamente. Cabe destacar que las infecciones estaban causadas tanto por 
bacterias Gram negativas como positivas, pero no se detectaron infecciones víricas tal y como se 
esperaba de los resultados in vitro.
Relacionando las infecciones subsiguientes con el índice M1/M2 descrito anteriormente, a 
nivel basal, los Mφ de todos los pacientes con infección posterior estaban clasificados como M2 
o M2 intermedio en el momento de su entrada al estudio (Figura R31 A). De igual manera, tras 
el estímulo con LPS, los Mφ de todos los pacientes que padecieron una infección subsiguiente 
presentaban una respuesta M2 intermedia al ser reclutados (Figura R31 B). 
Para analizar con más detalle la respuesta inflamatoria en estos pacientes en el momento 
del reclutamiento, se midieron los niveles de distintas proteínas inflamatorias en el plasma, tanto 
en los pacientes que posteriormente se infectaron, como en una selección de pacientes que no 
sufrieron infecciones y se clasificaban como AI (Figura R31 C).  Con este objetivo se utilizó un 
array de anticuerpos (Quantibody Human Inflammation Array 3) y se realizó el análisis estadístico 
mediante el coeficiente de correlación de Pearson (r), el cual permite hacer un agrupamiento 
jerárquico no supervisado, con el objetivo de analizar la similitud o diferencia entre los pacientes. 
Nuestros datos muestran que todos los pacientes que posteriormente padecieron una 
infección, excepto uno, se agrupan y que este grupo de pacientes presenta, en conjunto, menores 
niveles en plasma de proteínas pro-inflamatorias comparado con los pacientes del grupo AI. 
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Esto apoya los datos obtenidos al estudiar sus Mφ de sangre periférica, reflejando que en estos 
pacientes existe un fenotipo refractario.
En resumen, estos datos sugieren que los pacientes con daño coronario están polarizados 
hacia una respuesta alternativa y, por ello, podrían ser más proclives ser colonizados por agentes 
patógenos de origen bacterianos.
Figura R31. La tasa de infecciones posteriores al IAM es mayor en pacientes con Mφ de sangre 
periférica con fenotipo M2. Estudio de seguimiento de todos los pacientes de SCA reclutados para 
valorar la tasa de infecciones posteriores al alta hospitalaria tras el episodio coronario, comparado con 
el Indice M1/M2 de los Mφ de estos pacientes en el momento del reclutamiento. A, Indice M1/M2 
a nivel basal. B, Indice con el estímulo de LPS (3h, 10ng/ml). C, Análisis de proteínas inflamatorias en 
el plasma del grupo de pacientes con infecciones posteriores y del grupo AI, recolectado en el primer 
reclutamiento, utilizando un array de anticuerpos. Agrupación jerárquica no supervisada en base a la 









El SCA es una de las principales causas de morbilidad y mortalidad a nivel mundial. Los 
mecanismos que desencadenan estos eventos son diversos, sin embargo, hay cada vez más 
evidencias que apoyan el papel patogénico de la inflamación en el desarrollo y progresión del SCA.9, 
158, 223 Por este motivo, para este trabajo en primer lugar se evaluaron los cambios en el perfil de 
expresión génica después del IAM en el conjunto de las CMSP mediante la técnica de microarrays. 
Asimismo, estudiamos en mayor profundidad los efectos de esta inflamacion sistémica a medio y 
largo plazo en los Mφ de sangre periférica, ya que juegan un papel central en la desestabilización de 
la placa y en la inflamación sistémica.191, 210 
Al analizar la similitud de los pacientes de cada grupo concluimos que la expresión génica de 
las CMSP es suficiente para distinguir entre SCACEST y AI (Figura R1). Así,  en el ACP apreciamos que 
el primer componente principal (eje vertical), que es el que tiene más importancia en la varianza 
total, separa fundamentalmente los pacientes con SCACEST de los pacientes de AI, mientras que 
los pacientes de SCASEST se reparten a ambos lados del eje (Figura R1A).  De forma similar, en el 
análisis jerárquico también se observa una separación de los pacientes de AI y de SCACEST con 
un 100% de apoyo estadístico (Figura R1B). Sin embargo, los pacientes de SCASEST no se agrupan 
juntos y forman dos grupos mixtos,con SCACEST por un lado y con AI por otro. Esta distribución de 
SCASEST, tanto en el gráfico de ACP como en el dendrograma, refleja la existencia de cierta similitud 
con los otros dos grupos, lo que sugiere que estos pacientes ocuparían un lugar intermedio entre 
la AI y el SCACEST. Estos resultados están en concordancia con la idea propuesta por Willerson y 
colaboradores de que la AI, el SCASEST y el SCACEST representan un continuo fisiopatológico.323, 
324 Por tanto, nuestros datos indican que los perfiles de expresión permiten incluso apreciar cierto 
grado de relación entre los grupos. El hecho de que los pacientes de SCASEST no conformaran un 
grupo homogéneo nos llevó a mantener la comparación sólo entre SCACEST y AI para los análisis 
posteriores del perfil de expresión.
El gran volumen de datos que se generan en un experimento de microarrays muchas veces 
frustra los intentos de extraer información de utilidad. Por este motivo, los análisis in silico como 
el utilizado para este trabajo son herramientas muy útiles para identificar mecanismos a partir 
de cambios en la expresión génica.43, 311 Los resultados del análisis de expresión revelaron que la 
expresión génica de los leucocitos se altera de forma significativa después de un IAM. Encontramos 
genes expresados diferencialmente en SCACEST implicados en la patogénesis de la aterosclerosis 
(OLR1, MMP2 y MMP14), en la remodelación (VEGFA, SERPIN1 o PLAU), así como en la respuesta 
inmune de leucocitos (IL8, IL4, IL10, CXCL9). Por otro lado, el análisis también reveló que algunos 
genes relacionados con el cáncer estaban presentes en las rutas de señalización más significativas. 
Ninguno de los pacientes estudiados tenía diagnosticada esta enfermedad, por lo que estos 
resultados se atribuyen al hecho de que multitud de procesos celulares se han asociado al cáncer 
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y por ello es muy probable que en un conjunto de genes aparezcan muchos implicados a esta 
enfermedad. 
Debido al papel de los leucocitos en el desarrollo y progresión del SCA, y teniendo en cuenta 
que los pacientes de SCACEST tienen mas lesiones en los vaos, más estenosis y mayor necrosis que los 
pacientes de AI (Tabla R1), esto se debe reflejar en las CMSP. Efectivamente, encontramos numerosos 
genes asociados a una mayor aterosclerosis y lesiones en los vasos que estaban diferencialmente 
expresados en SCACEST (Tabla A3). Procesos como la estenosis aparecen también asociados al 
conjunto de genes alterados en las CMSP de los pacientes de SCACEST (Tabla A5, Figura R2). En esta 
línea, el gen con mayor sobre-expresión, OLR1, codifica para el receptor scavenger o depurador LOX-
1 (Tabla R3). Este receptor está implicado en múltiples fases de la disfunción vascular, incluyendo 
la formación y desestabilización de la placa aterosclerótica. Los niveles del receptor soluble (sLOX-
1) aumentan en SCA, se han asociado con la prognosis del SCA 163 y reflejan la inestabilidad de la 
placa.127 Además, polimorfismos de nucleótido simple (SNP) en este gen se han relacionado con la 
susceptibilidad de padecer un IM.314  
Por otro lado, la hipoxia que se produce por la isquemia y la necrosis del miocardio no sólo 
está afectando al tejido del corazón, ya que en el análisis de las vías de señalización afectadas en las 
CMSP de los pacientes de SCACEST encontramos la vía de HIF1α (Figura R4). Se ha descrito que la 
isquemia severa del miocardio lleva a la acumulación de HIF1α, que a su vez activa la expresión de 
factores de crecimiento iniciando el proceso de angiogénesis.21, 46, 252 De este modo, en concordancia 
con la hipoxia severa asociada al IAM, una de las funciones más significativamente alteradas en las 
CMSP de los pacientes de SCACEST es la angiogénesis (Tabla A3). Se ha descrito que en respuesta a 
esta hipoxia tisular un gran número de Mφ es reclutado de la circulación hacia los tejidos hipóxicos, 
donde promueven la angiogénesis al estimular la secreción de metaloproteinasas de la matriz y de 
factores angiogénicos. Así, según nuestro análisis, 18 de los 28 genes con funciones que afectan a la 
angiogénesis tienen un sentido de su expresión consistente con el aumento de este proceso (Figura 
R5, Tabla A3). Encontramos factores pro-angiogénicos como IL8,82, 284 metaloproteinasas de la matriz 
(MMP2 y MMP14)109, 134, 138 o el VEGFA 218, 274 sobre-expresados en SCACEST (Tabla A1). En este 
mismo contexto, entre los genes con mayor expresión en SCACEST encontramos la proteína similar 
a angiopoyetina 4 (ANGPTL4; Tabla R3), un gen que se induce por hipoxia en las enfermedades 
isquémicas.168 Además, su aumento en SCACEST concuerda con estudios recientes en los que se 
demuestra que la expresión de la ANGPTL4 se induce en respuesta al IAM.103 
En conjunto, el análisis IPA es capaz de identificar las diferencias clínicas entre los grupos, 
lo que refuerza el uso de la comparación entre SCACEST y AI para detectar los efectos del IAM 
en la respuesta de las CMSP. Además, esta metodología permite predecir la posible progresión de 
la enfermedad. La necrosis del miocardio provocada por la isquemia desencadena una reacción 
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inflamatoria que limpia la zona de células muertas y restos de la matriz, activando vías de señalización 
para la cicatrización. Esta remodelación cardiaca está unida a la progresión hacia el fallo cardiaco y 
se asocia a una peor prognosis en los pacientes que sobreviven a un IM.322 Prácticamente todos 
los aspectos de la remodelación ventricular han sido asociados a la respuesta inflamatoria.96 Así, 
determinados productos resultantes de la necrosis son liberados iniciando la respuesta inmune 
innata al activar vías de señalización como los TLRs o el complemento.245 La activación del sistema 
inmune a su vez induce la liberación de múltiples mediadores como CCL2, TNFα, CSF-1 o SDF-1, de 
modo que las células inflamatorias son atraídas a la zona dañada del miocardio.245 Por ello, en el 
análisis del perfil de expresión encontramos alteraciones en numerosos procesos relacionados con 
la respuesta inflamatoria. Es más, los procesos más aumentados en las CMSP de los pacientes de 
SCACEST están relacionados con el reclutamiento de células del sistema inmune, como la migración, 
la infiltración o la quimiotaxis de leucocitos (Figura R7 y Tabla A6). No es de extrañar que se hayan 
identificado estos procesos más aumentados en SCACEST frente a AI, ya que en los pacientes de 
IAM la necrosis y el daño isquémico son mucho mayores  y por tanto las señales que regulan la 
infiltración y migración de células inflamatorias serán más intensas. 
En este contexto, encontramos diversos genes implicados en la migración e infiltración de 
leucocitos. En este sentido, dos de los genes con mayor expresión en SCACEST, la fibronectina (FN1) 
y WNT5A, están implicados en el aumento de la migración de leucocitos (Tabla A6).110, 206, 247 Wnt5a, 
proteína prototípica de la señalización independiente de β-catenina, se expresa en macrófagos 
activados y células presentadoras de antígeno 32 y su expresión es necesaria para la migración y 
señalización mediada por CXCL12-CXCR4 en linfocitos T de ratón. Además, la sobre-expresión de 
esta proteína aumenta la apoptosis de células T in vitro, por lo que Wnt5a también está asociado 
al aumento de la apoptosis de leucocitos mononucleares en los pacientes de SCACEST que prevé 
el análisis (Tabla A6).174 Destaca también la sobre-expresion de IL8 en SCACEST, que promueve 
principalmente la migración de neutrófilos,337 y se ha descrito que aumenta después del IM en 
modelos animales.135 161 El hecho de que esté sobre-expresada en nuestros pacientes podría indicar el 
inicio de la fase reparadora, ya que la expresión de IL8 aumenta en las fases iniciales de la reparación 
y disminuye cuando la migración celular está completada.53 También está aumentada la expresión 
de la quimioquina CXCL2, una proteína quimioatrayente de leucocitos polimorfonucleares.326 
El aumento de IL8 y CXCL2 concuerda con la sobre-expresión de ORL-1(LOX-1) en los pacientes 
de SCACEST mencionada anteriormente. Se ha descrito que LOX-1 se expresa en Mφ 335 y que la 
asociación del oxLDL a este receptor induce la activación de NF-kB 185 que, a su vez, aumenta la 
producción de estas quimioquinas.
Por otro lado, en el análisis del perfil de expresión identificamos genes asociados a la 
remodelación estructural del miocardio implicados en alteraciones de la matriz de colágeno (FN1), 
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la degradación de la matriz extracelular (MMP14, MMP2) o la angiogénesis (VEGFA).91, 224 También 
sería el caso del gen PTGES, asociado en el análisis a funciones como la dilatación de la cámara del 
corazón (Tabla A4). Según un estudio reciente, después del IM la PTGES cataliza la biosíntesis de 
PGE2 y su deleción provoca hipertrofia excéntrica de los cardiomiocitos y dilatación del ventrículo 
izquierdo.66 Lo más interesante es que según los autores de este estudio, la fuente de sobre-
expresión y producción de PGE2 después del IM serían las células inflamatorias, lo que apoya nuestra 
observación de que la PTGES está sobre-expresada en las CMSP de los pacientes de IAM (Tabla R3) y 
podría indicar el inicio de la reparación del miocardio infartado en esta cohorte de pacientes. 
Por otro lado, hay cada vez más evidencias que sugieren que la respuesta inflamatoria 
persistente participa en la patogénesis de la remodelación ventricular adversa después del IM. Por 
ello es crucial la inhibición de la síntesis de quimioquinas y citoquinas después del pico inicial para 
una correcta reparación del miocardio. En este contexto, los Mφ en los pacientes de IAM presentan 
una respuesta M2 (Figura R8), lo que podría indicar que en estos pacientes la acción reguladora de 
los Mφ M2 atenuaría la remodelación ventricular, mejorando por tanto la función cardiaca después 
del IAM. En este sentido, se ha descrito que la IL10, sobre-expresada en los pacientes de SCACEST 
(Tabla A1, Figura R8),  juega un papel importante en las fases posteriores al IM. Entre otras funciones, 
contribuye a la restauración del miocardio infartado promoviendo la degradación y remodelación 
de la matriz extracelular 165, 216 y su aumento se ha correlacionado positivamente con la fracción de 
eyección del ventrículo izquierdo.145 
Por otro lado, entre las principales funciones identificadas por el análisis IPA encontramos 
la disminución de la dilatación de la cámara del corazón, donde 5 de los 7 genes implicados tienen 
una expresión que disminuiría la dilatación (Figura R5 y Tabla A4). Estos datos, junto con el hecho 
de que el sistema inmune parece estar cambiando hacia una respuesta anti-inflamatoria, algo que 
favorece la reparación de tejidos, indicarían una buena progresión de la enfermedad en la cohorte 
de pacientes de SCACEST analizados. Por otro lado, niveles elevados de BNP, como los  detectados 
en los pacientes de SCACEST (Tabla R2), se han correlacionado con la dilatación ventricular y la 
remodelación en pacientes de SCA.64, 188 Por tanto, en futuras investigaciones sería interesante 
poder complementar estos resultados con estudios en modelos animales de los Mφ infiltrados en 
las zonas isquémicas para determinar cómo la respuesta de los Mφ en sangre está relacionada con 
las respuestas en el tejido y si un perfil M2 en circulación influye positiva o negativamente en la 
remodelación cardiaca adversa.
Uno de los resultados más interesantes del análisis del perfil de expresión es que en las CMSP 
de los pacientes de SCACEST se estaba produciendo una regulación negativa de la respuesta inmune 
(Figura R7). Se ha descrito que la ruptura de la placa aterosclerótica desencadena una respuesta 
inflamatoria local, lo cual provoca una respuesta inflamatoria sistémica.96, 280 La rotura de la placa 
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se ha producido tanto en los pacientes de SCACEST como en AI, lo que sugiere que la respuesta 
pro-inflamatoria sistémica ha sucedido en todos los pacientes. Por otro lado, el daño en los tejidos 
provocado por el IAM desencadena una respuesta pro-inflamatoria a corto plazo,130 y este evento 
sólo ha sucedido en los pacientes de SCACEST. Por tanto, las señales liberadas a en la respuesta 
inicial al IAM deben estar reprogramando la respuesta posterior de las CMSP en los pacientes de 
SCACEST, ya que en estos pacientes el perfil de expresión génica de las CMSP 24-36h después del 
IAM muestra un componente anti-inflamatorio. Estos resultados se confirmaron con los resultados 
del análisis in vitro de los Mφ de estos pacientes, que mostraban una respuesta anti-inflamatoria 
predominante (Figura R8 y R9). En este contexto, en un trabajo previo de nuestro laboratorio se 
demostró que, después de 1-3 horas del IAM, los Mφ de sangre periférica de los pacientes de SCA 
presentaban un perfil pro-inflamatorio, con sobre-expresión de TNFα,69 pero al mismo tiempo estos 
Mφ tenían altos niveles del regulador negativo IRAK-M, aportando una retroalimentación negativa 
para la respuesta pro-inflamatoria, un paradigma clásico de la tolerancia a endotoxinas.83, 180 Estos 
resultados  ya apuntaban a un posible cambio en la respuesta de los Mφ tras la inflamación inicial. 
Esta reprogramación se confirmó en este trabajo al comprobar que tanto el conjunto de las CMSP, 
como los Mφ de sangre periférica mostraban un perfil predominantemente anti-inflamatorio 24-36 
horas después del episodio isquémico (Figuras R7-9). 
La regulación negativa de la respuesta de leucocitos en SCACEST está asociada a la disminución 
de la expresión de genes pro-inflamatorios como IL32, IL34, FCER1A o CXCL2, y a la sobre-expresión 
de genes implicados en la respuesta anti-inflamatoria como IL10, PPARG, VEGFA, SERPINE1 (PAI-
1) o PLAU (Tabla A7). En particular, la vía de señalización y producción de IL12 aparece regulada 
negativamente en las CMSP de los pacientes de IAM (Figura R6). Un excesivo aumento de IL12, 
proteína pro-inflamatoria que actúa principalmente activando linfocitos T y células NK, resulta 
en un incremento del daño en los tejidos y en citotoxicidad.306 Por este motivo, los mecanismos 
que limitan la producción de esta citoquina son esenciales para prevenir el daño producido por el 
sistema inmune. Por un lado, encontramos sobre-expresado el factor de transcripción JUN, que 
activa la expresión de IL12.186 Sin embargo, la mayoría de los genes asociados a la ruta de síntesis de 
IL12 que aparecen sobre-expresados en SCACEST, PPARG,62, 117 IL10 17 o AKT3 101 (Tabla R3), actúan 
como reguladores negativos inhibiendo la producción de IL12. 
Además de inhibir la producción de IL12, PPARG e IL10 están asociados a otros procesos de 
regulación de leucocitos. PPARG codifica para la proteína PPARγ que actúa como modulador negativo 
de la respuesta de los Mφ.139, 259 Además, se ha demostrado que los agonistas de PPARγ inducen la 
polarización hacia M2.35 La IL10 es una citoquina característica de la respuesta M2 de los Mφ 29 
que posee potentes propiedades anti-inflamatorias porque disminuye la síntesis de citoquinas pro-
inflamatorias como IL12, IL1β, TNF-α o IL6.17, 212 Además de estas funciones, en el contexto del SCA, 
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la IL10 es capaz de inhibir la apoptosis, con lo que contrarresta los daños en el miocardio producidos 
por la reperfusión.234 Dentro de las CMSP, los principales productores de IL10 son los linfocitos B, los 
linfocitos Th2 y los Mφ activados M2.215 Esto contrasta con la disminución de IL4 y de MAF, factor de 
transcripción que activaría la transcripción de IL4 en linfocitos T (Tabla R4), por lo que parece que la 
respuesta de los linfocitos no es mayoritariamente Th2, y se podría asumir que la expresión de IL10 
viene principalmente de los Mφ. Esto se confirmó en el estudio posterior del perfil de los Mφ en el 
que observamos que, efectivamente, la IL10 está sobre-expresada en Mφ de sangre periférica de 
pacientes de SCACEST frente a AI (Figura R8).
Algunos genes con sobre-expresión en SCACEST no tienen una clasificación tan clara como 
promotores de una respuesta pro o anti-inflamatoria. Es el caso de la proteína codificada por el 
gen PTGES, que tiene efectos contradictorios como regulador de la respuesta inflamatoria.125 Esta 
amplitud de funciones se ve reflejada en los resultados que se obtuvieron en los análisis de IPA, ya 
que PTGES aparece relacionado con la mayoría de categorías funcionales y de vías de señalización 
(Tablas R5, A4, A4 y A6). Como se ha mencionado anteriormente, PTGES cataliza la biosíntesis de 
PGE2 y las propiedades pro-inflamatorias de la PGE2 son la razón del uso clínico de los inhibidores de 
COX.88 Sin embargo, la PGE2 también tiene propiedades anti-inflamatorias sobre el sistema inmune 
innato. Media en la neuroprotección inducida por bradiquinina y bloquea la síntesis de citoquinas 
mediada por LPS y ATP en cultivos de microglía.41, 229 Además, en un modelo de neuro-inflamación se 
ha descrito que el aumento de PTGES por la inflamación inicial prepara para una regulación negativa 
por la PGE2 que limitaría la síntesis de mediadores inflamatorios durante la inflamación crónica.
36 
Esto mismo podría estar ocurriendo en los pacientes de SCACEST. La inflamación inducida por el 
IAM provoca la sobre-expresión de PTGES (Tabla R3),  y esto podría generar a través de la PGE2 la 
regulación negativa de la respuesta inflamatoria que se predice en el análisis de IPA. 
En resumen, el análisis in silico del perfil de expresión de las CMSP de los pacientes de SCACEST 
mostró un perfil inflamatorio dirigido a una atenuación de la respuesta pro-inflamatoria, un paso 
necesario para la correcta resolución de la inflamación y para la entrada en la fase de reparación 
del daño producido por el IAM. El análisis apuntaba a una regulación negativa de la respuesta de 
linfocitos, neutrófilos y macrófagos (Figura R7). Esta hipótesis está respaldada por estudios recientes 
que describen un papel similar de la inhibición de los TLRs y de la señalización de citoquinas después 
de la isquemia cerebral.143 En la Figura D1 se muestra un esquema de las fases de la respuesta 
inflamatoria post-IAM en los Mφ de sangre periférica, así como en las CMSP, en base a los resultados 
obtenidos tanto en el estudio previo del laboratorio 69 como en el presente trabajo.
En vista de estos resultados, nuestro siguiente paso fue comprobar esta reprogramación 
de la respuesta inmune específicamente en los Mφ, dado su papel central en la modulación de la 
respuesta inmune innata y adaptativa.30 Para estos estudios se incluyeron además pacientes del 
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grupo SCASEST, aumentando el tamaño de la muestra, para poder estudiar si en el caso de estos 
pacientes al haber sufrido un IAM igual que los pacientes de SCACEST, también se observaba una 
reprogramación alternativa de sus Mφ. Esta hipótesis se confirmó ya que los Mφ de los pacientes de 
IAM, tanto los de SCASEST como los de SCACEST, presentaban un fenotipo anti-inflamatorio varias 
horas después del daño isquémico (Figura R8), tal y como apuntaban los resultados del microarray. 
Se observó una menor expresión de las citoquinas pro-inflamatorias TNFα, IL6 y MIF, a la vez que se 
producía un claro aumento de la proteína anti-inflamatoria IL10, así como de la quimioquina CCL2. 
Se observo claramente que los pacientes que tenían más lesiones coronarias, una mayor estenosis 
y además habían sufrido un IAM presentaban un fenotipo M2. 
Este fenotipo M2 sugiere que en estos pacientes la respuesta a un estímulo pro-inflamatorio 
como el LPS estaría atenuada. Dependiendo del potencial de activación de los Mφ, la estimulación 
con LPS puede inducir una respuesta pro-inflamatoria clásica M1, o bien una respuesta M2 o de 
tolerancia a endotoxinas.116, 250 Así, en consonancia con el fenotipo M2 basal, se comprobó que 
los Mφ de los pacientes de IAM presentaban tolerancia a endotoxinas (Figura R9). Es interesante 
destacar que la magnitud de la tolerancia era mayor en SCACEST que en SCASEST, ya que no sólo 
disminuía la producción de citoquinas pro-inflamatorias, sino que además presentan un aumento en 
la producción de proteínas anti-inflamatorias como IL10 o CCL18 (Figura R9). Además, este grupo de 
pacientes presenta gran homogeneidad en el perfil inflamatorio, ya que al clasificar los Mφ utilizando 
el índice de activación basado en dos de los marcadores de M1 y M2 más estudiados, TNFα e IL10 
respectivamente, comprobamos que todos los pacientes de SCACEST presentaban un fenotipo M2 
(Figura R10). Por el contrario, en los pacientes de SCASEST se observaba más heterogeneidad en 
la respuesta, algo que ya se detectó en los análisis de agrupación en base a la expresión de las 
CMSP (Figura R1). Por otra parte, la mayoría de los pacientes de AI presentan una respuesta normal 
de los Mφ o incluso una respuesta M1 más acentuada que los VS (Figura R10). Esta respuesta 
pro-inflamatoria sistémica en los pacientes de AI es un concepto que en estudios recientes se ha 
Figura D1. Esquema de las fases inflamatorias a nivel sistémico después del IAM en base a los resultados 
obtenidos en el estudio previo de nuestro laboratorio 69 como en el presente trabajo.
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denominado “paciente vulnerable”.220 Un concepto que se apoya en evidencias que sugieren que 
los síndromes coronarios inestables están asociados a una activación inflamatoria generalizada del 
árbol coronario 39, 248 con un descenso en los niveles en plasma de IL10.283
Hay que mencionar que el contexto del SCA sugiere que la quimioquina CCL2 se englobaría 
dentro de una respuesta alternativa o M2, igual que sucede en la respuesta alternativa M2c de 
los TAMs.192 Aunque esta quimioquina se ha asociado tanto a respuestas inflamatorias como anti-
inflamatorias,190, 250 se ha demostrado que existe un aumento de la expresión de CCL2 después de un 
IM,142 lo que concuerda con los resultados obtenidos. Este aumento de CCL2 se ha correlacionado 
con una mayor reparación de la zona infartada 73 y su ausencia resulta en una prolongación de la fase 
pro-inflamatoria después del IM.329 Estos estudios señalan el papel de la CCL2 en la resolución de la 
inflamación y en la fase reparadora, funciones asociadas al fenotipo M2 en los Mφ. Por tanto, estas 
funciones explicarían el aumento de CCL2, junto a las proteínas anti-inflamatorias IL10 y CCL18, en 
los Mφ de los pacientes de SCACEST (Figura R8-9).
En conjunto, los resultados obtenidos indican que la polarización M2 de los Mφ de sangre 
periférica es más frecuente en SCACEST que en SCASEST. Dado que los pacientes de ambos grupos 
han sufrido un IAM pero en los pacientes de SCACEST el número de las lesiones y la necrosis 
miocárdica son mayores (Tabla R2), parece existir una correlación entre el grado de daño en los 
tejidos y la polarización hacia M2 y la tolerancia a endotoxinas. Esta tolerancia que observamos 
en los pacientes de IAM ha sido ampliamente estudiada en otras patologías, como la sepsis o la 
fibrosis quística.70, 83, 209 Sin embargo, en la mayoría de los casos esta respuesta atenuada al LPS se 
ha asociado a un contacto previo con la endotoxina.67, 71, 325 Por otro lado, se ha descrito que los 
ligandos endógenos o DAMPs en determinadas ciscunstancias inducen caracteristicas similares a 
la tolerancia a endotoxinas, como  la disminución de TNFα o la sobre-expresión de IL10.2, 160, 164 Por 
tanto, en vista de que los DAMPs juegan un papel crucial en el desarrollo de la inflamación y en el 
estado refractario observado en las inflamaciones estériles,68, 160 y dado que en nuestra cohorte de 
pacientes no había ninguna infección previa, la generación de la tolerancia a endotoxinas podría ser 
provocada por la acción de DAMPs liberados por el daño tisular asociado al IAM, a la ruptura de la 
placa aterosclerótica o por las lesiones vasculares.  
En este contexto, en los resultados del análisis de expresión ya pudimos comprobar que 
la respuesta al peligro juega un papel temprano e importante en el post-IM. En los pacientes 
de SCACEST, en los que ha habido una muerte celular masiva a causa del IAM, aparecen sobre-
expresados genes que indican la presencia de daño en los tejidos, como IL8 o VGFA (Tabla A3). Este 
aumento de expresión de IL8 puede estar mediado, entre otros factores, por la señalización de los 
péptidos N-formilados, DAMPs endógenos derivados de mitocondrias, a través de sus receptores 
FPR.56 Aparecen además entre los procesos más afectados el daño en órganos o la vía de señalización 
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del HMGB1, un DAMP prototípico (Figuras R3 y R6). Para determinar los posibles DAMPs implicados 
en la activación del sistema inmune en los pacientes de SCACEST, decidimos analizar si existían 
niveles significativos en el plasma. En primer lugar analizamos la presencia de HA que, sin embargo, 
no parece ser la causa de la tolerización de los Mφ de sangre periférica, ya que los niveles no eran 
diferentes a los de VS (Figura R11).
Por otro lado, estudios recientes sugieren que las mitocondrias también son una fuente 
endógena de DAMPs, como ADN rico en motivos CpG no metilados o los péptidos N-formilados.56, 118, 
339 Además, diversos estudios demuestran que hay aumento de ADNmt en el plasma en condiciones 
críticas asociadas al daño celular.51, 107, 339 En este sentido, en nuestro estudio confirmamos que en los 
pacientes de SCACEST existía un aumento significativo de los niveles circulantes de ADNmt (Figura 
R12). Estos pacientes son precisamente los que tienen más daño tisular. Cabe destacar además que 
los niveles elevados de ADNmt en el suero correlacionaban con el fenotipo M2 de los Mφ de sangre 
periférica observado en estos pacientes (Figura R13). Este dato nos llevó a pensar que el ADNmt, 
al activar la respuesta inflamatoria, podría al mismo tiempo inducir la reprogramación hacia un 
estado de tolerancia a endotoxinas. En este sentido, es interesante destacar que en las CMSP de 
los pacientes de SCACEST aparece sobre-expresado el gen PAI-1 (Tabla R3). La proteína PAI-1 se ha 
asociado a la regulación negativa de la respuesta de Mφ 44 y aumenta en Mφ expuestos a ADN CpG 
y ADN bacteriano.302 Estos DAMPs señalizan a través de TLR9, igual que el ADNmt. Así, la sobre-
expresión de PAI-1 podría estar indicando que el aumento del ADNmt en SCACEST está activando a 
las células del sistema inmune. 
En condiciones normales los ácidos nucléicos propios no activan la respuesta inmune 
innata, ya que son degradados por las nucleasas del suero antes de ser reconocidos por los TLRs 
de los endolisosomas (TLR7 y el TLR9).23 Pero es posible que estos mecanismos de protección sean 
modificados durante la inflamación y las enfermedades autoinmunes. Por ejemplo, si los ácidos 
nucléicos forman complejos con proteínas endógenas, como el HMGB1, pueden hacerse resistentes 
a las nucleasas y llegar así a los TLRs endosomales.303 En el caso de los pacientes de SCACEST 
encontramos niveles elevados de ADNmt en el plasma, por lo tanto, la inflamación sistémica que se 
produce después del IAM debe estar afectando al menos a los mecanismos de degradación de ácidos 
nucleicos. De este modo, los Mφ de sangre periférica en estos pacientes han estado expuestos al 
ADNmt al menos 24h, asumiendo que la liberación de ADNmt proviene exclusivamente del daño 
provocado por el IAM, y aun más tiempo si se tiene en cuenta que en estos pacientes hay daño 
vascular e inestabilidad en la placa arteriosclerótica previa al proceso del IAM. Además de la ruptura 
de las mitocondrias por la necrosis, las mitocondrias también estarían dañadas por la reperfusión 
después del IAM, ya que causa una sobrecarga de Ca2+ intracelular 313 y la generación de especies 
reactivas de oxígeno,12 condiciones que también predisponen a un daño mitocondrial.255 
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Al analizar si la activación de los Mφ por la exposición al ADNmt podría desencadenar la 
reprogramación hacia el estado de tolerancia a endotoxinas, comprobamos que, efectivamente, 
se produce una disminución en la respuesta al LPS en Mφ humanos in vitro (Figura R16). Aunque 
en nuestro modelo experimental la incubación con el ADNmt sólo induce una leve respuesta 
inflamatoria, con producción significativa de IL6 (Figura R14), comprobamos que la exposición 
prolongada al ADNmt es capaz de generar una tolerancia similar a la tolerancia generada por el 
LPS. Estos resultados reflejan la situación que observamos en los pacientes de SCACEST, en los 
que se detectaron elevados niveles de ADNmt circulante y tolerancia a endotoxinas en los Mφ de 
sangre periférica (Figura R9). 
Hay que destacar que la incubación con ADNnu también genera tolerancia a endotoxinas, 
aunque más atenuada que en el caso del ADNmt (Figura R16-18). El hecho de que no se produzca 
una reprogramación tan acusada en este caso, ya que no se afecta la expresión de moléculas 
presentadoras de antígeno o el TNFα, puede ser debido a que el ADNnu no genera una inflamación 
significativa. En el caso de la incubación con ADNnu no se observaron cambios significativos en 
la producción de IL6 o TNFα, y sin embargo, la incubación con ADNmt induce un aumento de la 
producción de IL6 (Figura R14). En este sentido, en un estudio en células presentadoras de antígenos 
observaron que ADN de doble cadena murino no era capaz de inducir la producción de citoquinas, 
mientras que ADN CpG bacteriano (similar al ADNmt) sí, por lo que la respuesta inducida por el ADN 
genómico es distinta a la inducida por los motivos CpG.133 Por un lado, estas diferencias pueden 
deberse a que activan vías diferentes. Se ha descrito que existen sensores citoplasmáticos de ADN 
de doble cadena, como DAI o AIM2.40, 298 Por otro lado, aunque el TLR9 reconoce principalmente 
secuencias de ADN CpG no metiladas, también puede reconocer el ADN nuclear propio.167, 332 En 
este caso, los diferentes efectos de cada uno de los ácidos nucleicos que observamos en nuestro 
trabajo pueden ser debidas a que, según diferentes estudios,  la tolerancia cruzada se desarrolla de 
forma diferente según el compuesto que activa al TLR.76, 271, 272 En cualquier caso, la reprogramación 
en la respuesta a la endotoxina era mayor en los pre-tratamientos con los extractos enriquecidos 
en ADNmt, lo que indica que es este ácido nucleico el que tiene mayores efectos.  
Por otro lado, la presencia de ADNmt circulante en el suero de los pacientes de SCACEST 
es señal de que ha habido una ruptura de la mitocondria y, como consecuencia, otros DAMPs 
mitocondriales habrán sido liberados a la circulación. Curiosamente, la vía de señalización del 
HMGB1, que aparecía alterada en las CMSP de los pacientes de SCACEST,  también se activa por 
el DAMP mitocondrial TFAM (factor transcripcional mitocondrial A),243, 303 homólogo estructural 
y funcional de HMGB1 241 y un potente mediador pro-inflamatorio.56 El efecto combinado de los 
distintos DAMPs mitocondriales al activar diferentes cascadas de señalización produciría una 
activación mayor y podría, por tanto, inducir una reprogramación más efectiva hacia una tolerancia 
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a endotoxinas. En concordancia, observamos que el efecto de los lisados mitocondriales en la 
reprogramación de los Mφ era mucho mayor que el efecto del ADNmt solo. Con la exposición 
prolongada al lisado mitocondrial se produce un aumento significativo en la proporción de células 
CD163+ (Figura R20). Cabe mencionar que en nuestro modelo experimental la incubación con el 
lisado mitocondrial completo induce leve respuesta inflamatoria que es significativa solamente 
para la IL8 (Figura R19). Esto concuerda con los datos de estudios previos en los que comprueban 
que la IL6 o el TNFα se inducen a concentraciones mayores de lisado mitocondrial que las necesarias 
para inducir la producción de IL8.56 
La reprogramación hacia el fenotipo M2 inducida por la exposición a los lisados mitocondriales 
concuerda con la marcada disminución, tanto en la producción de citoquinas pro-inflamatorias, 
como en la expresión de moléculas de presentación antigénica en respuesta al LPS (Figuras R21 
y R23). Además, después del estímulo con la endotoxina, en los Mφ pre-expuestos a los DAMPs 
mitocondriales observamos un aumento significativo de TGF-β, así como del regulador negativo 
IRAK-M (Figura R21 F, G), uno de los mecanismos que limitan la respuesta pro-inflamatoria.176, 180 Por 
tanto, de estos resultados podemos concluir que los DAMPs mitocondriales son capaces de generar 
tolerancia cruzada al TLR4. En diferentes estudios se ha sugerido que moléculas comunes en las 
vías de los TLRs, como MyD88, IRAK o TRAF6, están reprimidas en las células pre-condicionadas 
y esta inhibición de mecanismos comunes es lo que generaría la tolerancia a endotoxinas.169, 222, 
271 Estos mecanismos explicarían por qué se genera tolerancia a endotoxinas en Mφ expuestos al 
lisado mitocondrial o al ADNmt ya que, por ejemplo, el ADNmt señaliza a través del TLR9 339  y se 
ha descrito que la activación de este TLR utilizando ADN CpG sintético genera tolerancia cruzada 
al TLR4.63 
Por otra parte, cabría esperar que también se produjera tolerancia cruzada a la estimulación 
posterior con otros ligandos de los TLRs, a parte del TLR4, que compartan moléculas comunes de 
la vía de señalización. Según los resultados que obtuvimos al estimular con el PGN, sí se afecta 
la señalización de TLR2, aunque tan sólo se ve disminuida la producción de algunas citoquinas 
pro-inflamatorias, como TNFα o IL12 (Figura R24). El  efecto sobre la activación de TLR2 no es tan 
amplio como sucede con la tolerancia cruzada al TLR4, ya que no se ven afectados ni la frecuencia 
del marcador CD163, ni las moléculas presentadoras de antígeno HLA-DQ y HLA-DR, como sí 
sucede cuando el segundo estímulo es el LPS (Figuras R22 y R23). El TLR2, el TLR4 y el TLR9 tienen 
múltiples moléculas de señalización comunes, como MyD88, IRAK o las quinasas inductoras de NF-
κB,200, 331  por lo que no sorprende que los DAMPs mitocondriales alteren la respuesta a un estímulo 
posterior del TLR4 o del TLR2. Sin embargo, el efecto sobre el TLR2 no es tan acusado como el 
observado sobre TLR4. Esto podría ser debido a que, en este caso, el espectro de componentes de 
señalización afectados sea menor que para la vía del TLR4. 
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Por otro lado, el TLR3 es el único TLR que no señaliza a través de MyD88, sino que es 
dependiente de la vía de TRIF.8 Este dato es interesante, ya que en los parámetros analizados en este 
estudio no observamos ninguna alteración de la señalización a través de TRL3 con la pre-exposición a 
los DAMPs mitocondriales (Figura R27-29). Así, nuestros resultados sugieren que la reprogramación 
que ejercen los DAMPs mitocondriales podría estar afectando solamente a las vías dependientes de 
MyD88, elemento común en TLR4 y TLR2, pero no en TLR3. Este fenómeno ya se ha descrito en la 
tolerancia cruzada generada por MALP-2, un lipopéptido de Mycoplasma fermentans que señaliza 
a través de TLR2/TLR6, y que solo genera tolerancia al LPS para la vía dependiente de MyD88 pero 
no para la vía independiente. 272 En cualquier caso, la tolerancia cruzada que sí está descrita entre 
otros TLRs, no afecta de igual forma al TLR3. En un estudio en macrófagos alveolares de fumadores 
se describe la tolerancia cruzada inducida por el tabaco para la estimulación del TLR2 y el TRL4, pero 
no así para la estimulación del TLR3 con Poly I:C.61 En este sentido, los micro-ARNs, en particular 
el miR-146A, estan implicados en la tolerancia a endotoxinas.221 Se ha descrito que el miR-146A 
aumenta tras la estimulación de TLR4, -2 y -5, pero no de TLR3, y produce la disminución de la 
actividad de las moléculas adaptadoras IRAK-1 y TRAF6,  produciéndose una tolerización para todos 
los TLRs, excepto para TLR3.222 Sería interesante estudiar si el miR-146A también juega un papel en 
la tolerancia cruzada que generan los DAMPs mitocondriales, en particular el ADNmt, ya que parece 
posible que al señalizar por TLR9 induzca un aumento de este micro-ARN. Y en un contexto más 
amplio, en futuros estudios sería interesante comprobar cuales son los componentes afectados de 
las vías de señalización, para determinar los que son comunes e independientes para cada TLR. 
Pero además de las vías dependientes de los TLRs, en la generación de la tolerancia por los 
DAMPs mitocondriales deben estar implicadas más vías de señalización. Como se ha mencionado 
anteriormente, existen además del ADNmt, multitud de DAMPs en el conjunto del lisado mitocondrial 
que se utilizó para las pre-exposiciones. Por tanto, pueden estar activando otros PRRs como los NOD 
o los FPR. Así, los ya mencionados péptidos N-formilados que señalizan a través de receptores FPR,126, 
254, 257 o la proteína TFAM, reconocida por varios TLRs 243 y por RAGE 303, pueden estar implicados en 
la reprogramación de los Mφ que observamos en nuestro estudio. En este sentido, existen algunos 
ejemplos en los que otros receptores modifican la señalización a través de los TLRs. Por ejemplo, 
el efecto ateroprotector de la esfingosina-1 fosfato (S1P) ocurre por la atenuación del TLR2 por los 
receptores de S1P de clase 1 y clase 2,77 y los receptores X del hígado (LXRs) modulan negativamente 
las vías de señalización de los TLRs.89, 288
Teniendo en cuenta el conjunto de resultados obtenidos, podemos concluir que la tolerancia 
generada por la exposición a los DAMPs mitocondriales está controlada por mecanismos de 
regulación que son diferentes para cada citoquina, aunque pertenezcan al mismo grupo funcional. 
Mientras que la pre-exposición a los DAMPs mitocondriales induce una disminución de la 
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producción de TNFα e IL12p70 en respuesta al LPS y al PGN, la producción de la IL6 o la IL1β no se 
reduce en respuesta al PGN (Figuras R21 y R24). Este comportamiento diferencial es lógico ya que 
la estimulación con LPS y PGN induce multitud de productos con diferentes funciones que tendrán, 
por tanto, diferentes requerimientos en su regulación.93 Por ello, no resulta factible que todos 
los genes inducidos por los TLRs se controlen exclusivamente a nivel de señalización, ya que este 
mecanismo no puede discriminar entre los distintos grupos de genes con diferentes funciones. En 
este sentido, se ha demostrado que la producción de TNFα en células con tolerancia a endotoxinas 
está controlada a nivel transcripcional. El silenciamiento de TNFα es el resultado de la remodelación 
de la cromatina por metilación de histonas en el promotor, lo que disminuye la unión de NF-κB y por 
tanto la transcripción.80 Esta regulación a nivel transcripcional por modificaciones en la cromatina se 
ha descrito también para la IL1β.57, 336 Por otro lado, la expresión de IL12p40 también está regulada 
a nivel transcripcional, en este caso inhibida por los dímeros de activación tardía p52/RelB.267 La 
existencia de estos mecanismos de regulación específicos explica las diferencias que se observan 
en nuestro trabajo en cuanto a los efectos sobre la producción de las distintas citoquinas de la 
exposición a los lisados mitocondriales. 
En conjunto, podemos afirmar que los DAMPs derivados de las mitocondrias juegan un papel 
importante como moduladores de la inflamación en los Mφ. Sin embargo, los Mφ también están 
involucrados en el inicio y la regulación de las respuestas adaptativas. Son capaces de influenciar la 
producción de citoquinas asociadas a las diferentes respuestas de los linfocitos T. En nuestro estudio 
comprobamos que había producción de IL17 y de IFNγ tanto en los co-cultivos de linfocitos T CD4+ 
con Mφ con perfil M2 (es decir, Mφ pre-expuestos a DAMPs mitocondriales y luego estimulados con 
LPS), como en los co-cultivos con Mφ con perfil M1 (Mφ con un solo estímulo de LPS).  Sin embargo, 
sólo en los co-cultivos con Mφ con perfil M2 se daba un aumento en la producción de IL4 (Figura 
R30). La IL4 es una citoquina asociada a la respuesta Th2 en linfocitos T CD4+, por tanto sugiere que 
los Mφ polarizados hacia una respuesta M2 por los DAMPs mitocondriales promueven una respuesta 
mixta pero podrían estar induciendo un cambio hacia una respuesta Th2. Estos resultados, junto con 
los datos obtenidos del plasma de pacientes de SCACEST, en los que se observaron menores niveles 
de citoquinas pro-inflamatorias (Figura R31 C), y los datos del análisis del perfil de expresión génica 
de estos pacientes, que indicaban una respuesta negativa de linfocitos T (Figura R7),  sugieren que en 
los pacientes de SCACEST no sólo está afectada la respuesta de los Mφ, sino también probablemente 
la respuesta adaptativa.
En conclusión, los resultados in vitro indican que los DAMPs mitocondriales serían reconocidos 
por receptores de los Mφ iniciando una respuesta inflamatoria similar a la respuesta generada por 
las bacterias. A pesar de tantos años de coexistencia simbiótica con la mitocondria, aun seguimos 
reaccionando a su origen procariota. En este caso, la evolución ha seleccionado en contra una 
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tolerancia hacia los antígenos mitocondriales ya que de otro modo nos habría hecho vulnerables 
a infecciones bacterianas. El reconocimiento de estos DAMPs por receptores que alternativamente 
también reconocen bacterias, como el TLR9 o el FPR1, explicaría por qué las repuestas a los DAMPs 
mitocondriales se parecen a la sepsis 51, 339 y apoya la observación de que en condiciones estériles los 
Mφ desarrollen tolerancia a endotoxinas.170 Así, al mismo tiempo que activan vías pro-inflamatorias 
se inicia la reprogramación a M2 que conduce a una respuesta atenuada frente a estímulos pro-
inflamatorios bacterianos como el LPS o el PGN (Figura D2). 
Aunque es importante mantener la respuesta inflamatoria bajo control para que no se 
produzcan daños en el organismo, como sucede en el choque séptico o en el SRIS,29 esta tolerización 
ha de mantenerse bajo un estrecho control ya que genera una susceptibilidad a sufrir más 
infecciones.29, 48 Por tanto, a pesar de que los Mφ con un perfil M2 promueven la reparación de 
tejidos e impiden que la respuesta inmune ocasione un daño adicional, también limitan la respuesta 
a un episodio infeccioso posterior. Así, de acuerdo con el estado tolerante de sus Mφ de sangre 
periférica, más del 21% de los pacientes de IAM que presentaban un fenotipo M2 sufrieron una 
infección en los 3 meses posteriores al episodio coronario (Figura R31 A, B). Los Mφ de los pacientes 
con infección subsiguiente, analizados 24-36h después del IM, no fueron capaces de aumentar la 
expresión de TNFα después del estímulo con LPS y, sin embargo, mostraban un aumento significativo 
de los niveles de ARNm de IL10. Cabe destacar que en los estudios in vitro de tolerización con los 
DAMPs mitocondriales se generaba tolerancia cruzada al TLR4 y parcialmente al TLR2, pero no así 
para el TLR3 que mediaría el reconocimiento de ARN viral.10 Cabría esperar que en pacientes con 
elevados niveles de DAMPs mitocondriales en circulación pueda existir una mayor afectación de la 
respuesta frente bacterias Gram positivas y Gram negativas y que, sin  embargo, la respuesta a virus 
Figura D2. Representación de los efectos de los DAMPs mitocondrialess sobre la respuesta de Mφ.
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no se viera afectada. En este sentido, las infecciones detectadas en los pacientes de SCA estaban 
causadas tanto por bacterias Gram negativas como positivas, pero no se detectaron infecciones 
víricas. Sin embargo, debido a que la muestra de pacientes con infecciones posteriores no es lo 
suficientemente grande, no se pueden extraer conclusiones significativas estadísticamente.
En conjunto, podemos concluir que la inflamación inicial producida por el daño isquémico 
activa al sistema inmune innato, iniciando además una reprogramación de modo que después se 
da un cambio hacia una respuesta anti-inflamatoria. Aunque esta reprogramación es beneficiosa 
para evitar el aumento del daño en los tejidos, comprobamos que predispone a estos pacientes 
a sufrir infecciones secundarias. Por tanto, clasificar el estado inflamatorio de los Mφ de sangre 
periférica podría ser un factor pronóstico útil del resultado que tendrá el daño cardiaco, ya que 
son esenciales para la resolución de la inflamación y la transición a la fase reparativa. En este 
sentido, este tipo de estudios son de gran relevancia para la identificación de potenciales dianas 
que permitan reprogramar el fenotipo de los Mφ y dirigir su actividad en procesos regenerativos 
tras el daño isquémico del corazón. Además, teniendo en cuenta el perfil inflamatorio se podrían 
prevenir posibles infecciones nosocomiales. Por tanto, este trabajo amplia los conocimientos de las 
implicaciones de la inflamación después del IAM y sus efectos en la respuesta inmune innata, sus 
causas potenciales y la importancia clínica respecto a las infecciones posteriores. En este mismo 
sentido, dado su papel en los procesos inflamatorios, los niveles de antígenos mitocondriales en el 
plasma como por ejemplo el ADNmt o el citocromo c, podrían ser de utilidad como marcadores del 
riesgo de susceptibilidad a enfermedades nosocomiales en el SCA y en otras patologías en las que se 
lesionen tejidos, como en el trauma.
La clasificación efectiva de los pacientes de SCA es uno de los principales aspectos estudiados 
en medicina de urgencias. Algunas líneas de investigación se han centrado en el proceso inflamatorio 
como factor pronóstico,90 ya que se ha demostrado que elevados niveles en plasma de marcadores 
inflamatorios están asociados al aumento del riesgo de eventos cardíacos adversos graves en 
pacientes de SCA.177, 178 El presente trabajo pone de manifiesto que no sólo los marcadores bioquímicos 
ayudan en la prognosis de SCA. La respuesta global del sistema inmune, analizada en este trabajo 
mediante arrays de expresión y análisis in silico es capaz de establecer que hay un cambio en el perfil 
transcripcional en los pacientes con IAM (SCACEST) frente a pacientes que no habían sufrido un IAM 
(pacientes de AI). Estos resultados sugieren que el uso combinado de microarrays de expresión y 
de los análisis funcionales puede ayudar a definir las bases de la iniciación, desarrollo y progreso 
de los SCA. En estudios futuros sería necesario analizar en profundidad los genes descritos en este 
trabajo, con el fin de descubrir su potencial en la mejora de la prevención y el tratamiento de los 
pacientes que han sufrido un IAM. Por otro lado, los Mφ están emergiendo como una herramienta 
terapéutica en diversas enfermedades, como el cáncer, las enfermedades cardiovasculares o 
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trastornos autoinmunes. En este estudio se evaluó el estado de activación de los Mφ en la sangre 
y su correlación con las tasas de infección posteriores. Pero también sería interesante determinar 
cómo la respuesta de los Mφ en sangre está relacionada con las respuestas en el tejido. 
Finalmente, el descubrimiento de la existencia de ligandos endógenos de los receptores del 
sistema inmune proporciona una nueva visión de la patogénesis del SCA. A este respecto, en nuestro 
estudio hallamos un aumento significativo de ADNmt en pacientes de SCACEST, en los cuales 
existe una reprogramación del sistema inmune innato. Además, y a pesar de que la complejidad 
del contexto clínico no se puede simular completamente en los modelos experimentales, pudimos 
comprobar que estos DAMPs mitocondriales son capaces de reprogramar la respuesta de los Mφ in 
vitro. Conocer qué moléculas activan al sistema inmune y sus mecanismos de acción puede ser muy 
útil para modular sus efectos, lo que constituiría una herramienta terapéutica beneficiosa no sólo en 
las enfermedades de las arterias coronarias, sino a otras condiciones clínicas en las que se produzca 
un daño en los tejidos como en SRIS,1 artritis reumatoide,51 daño hepático,204 trauma,126, 166, 339 daño 






1. El perfil de expresión génica en las células mononucleares de sangre periférica de los pacientes de 
SCACEST indica el predominio de una regulación negativa de la respuesta de linfocitos, macrófagos 
y neutrófilos 24-36h después del IAM.
2. Los monocitos/macrófagos de sangre periférica de los pacientes de SCASEST y SCACEST presentan 
un fenotipo M2 24-36h después del IAM, que se correlaciona con una tolerancia a endotoxinas en 
respuesta a la estimulación con LPS ex vivo.
3. Los niveles de ADNmt en el suero de los pacientes de SCACEST son mayores que en el resto de 
pacientes de SCA y que en voluntarios sanos.
4. Los niveles de ADNmt correlacionan con el fenotipo M2 y con el estado de tolerancia a endotoxinas 
observado en los pacientes con IAM. 
5. Tanto el ADNmt, como el conjunto de DAMPs mitocondriales presentes en los lisados 
de  mitocondrias, provocan una leve respuesta inflamatoria y, al mismo tiempo, inducen la 
reprogramación de la respuesta de los monocitos/macrófagos hacia un fenotipo de tolerancia a 
endotoxinas in vitro.
6. Los DAMPs mitocondriales, además de generar tolerancia cruzada al TLR4, son capaces de generar 
tolerancia cruzada parcial al TLR2 en monocitos/macrófagos, pero no al TLR3.
7. Los pacientes de IAM, SCASEST y SCACEST, presentan una mayor frecuencia de infecciones 
bacterianas posteriores, lo que correlaciona con el estado de tolerancia a endotoxinas observado 
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Tabla A1. Genes sobre-expresados diferenciablemente en las CMSP de pacientes de SCACEST 
comparado con pacientes de AI.
Sobre-expresados en SCACEST
Símbolo Fold Change Descripción
OLR1 3,894 oxidized low density lipoprotein (lectin-like) receptor 1
ANGPTL4 3,391 angiopoietin-like 4
MLXIPL 3,031 MLX interacting protein-like
PTGES 2,986 prostaglandin E synthase
WNT5A 2,963 wingless-type MMTV integration site family, member 5A
SYN1 2,819 synapsin I
A4GALT 2,722 alpha 1,4-galactosyltransferase
SEMA6B 2,708 sema domain, transmembrane domain (TM), and cytoplasmic 
domain, (semaphorin) 6B
FN1 2,6 fibronectin 1
SERPINE1 2,333 serpin peptidase inhibitor, clade E (nexin, plasminogen activator 
inhibitor type 1), member 1
SDS 2,279 serine dehydratase
IFITM10 2,219 interferon induced transmembrane protein 10
KIAA1274 2,141 KIAA1274
RDH12 2,094 retinol dehydrogenase 12 (all-trans/9-cis/11-cis)
FLJ32742 2,071 hypothetical locus FLJ32742
SERPINB2 2,051 serpin peptidase inhibitor, clade B (ovalbumin), member 2
NCS1 2,022 neuronal calcium sensor 1
FUT3 2,02 fucosyltransferase 3 (galactoside 3(4)-L-fucosyltransferase, Lewis 
blood group)
IL8 2,003 interleukin 8
C15orf48 1,983 chromosome 15 open reading frame 48
CST6 1,918 cystatin E/M
TGM2 1,916 transglutaminase 2 (C polypeptide, protein-glutamine-gamma-
glutamyltransferase)
PMEPA1 1,914 prostate transmembrane protein, androgen induced 1
FAM3B 1,913 family with sequence similarity 3, member B
KDM6B 1,864 lysine (K)-specific demethylase 6B
AHRR 1,807 aryl-hydrocarbon receptor repressor
IL10 1,802 interleukin 10
SLCO4A1 1,786 solute carrier organic anion transporter family, member 4A1
SH3RF3 1,759 SH3 domain containing ring finger 3
ADRA2B 1,754 adrenergic, alpha-2B-, receptor
SMAD6 1,754 SMAD family member 6
CCL20 1,753 chemokine (C-C motif) ligand 20
CXCR7 1,727 chemokine (C-X-C motif) receptor 7
RBM47 1,724 RNA binding motif protein 47




Símbolo Fold Change Descripción
TANC2 1,712 tetratricopeptide repeat, ankyrin repeat and coiled-coil 
containing 2
CNDP1 1,671 carnosine dipeptidase 1 (metallopeptidase M20 family)
NKD1 1,666 naked cuticle homolog 1 (Drosophila)
IL1R2 1,657 interleukin 1 receptor, type II
LGMN 1,657 legumain
APOC2 1,653 apolipoprotein C-II
SMC4 1,652 structural maintenance of chromosomes 4
COL8A2 1,634 collagen, type VIII, alpha 2
DNAH2 1,633 dynein, axonemal, heavy chain 2
TMEM51 1,624 transmembrane protein 51
CTNND1 1,619 catenin (cadherin-associated protein), delta 1
ANKDD1A 1,618 ankyrin repeat and death domain containing 1A
HAS1 1,607 hyaluronan synthase 1
UNC5B 1,595 unc-5 homolog B (C, elegans)
AMPH 1,59 amphiphysin
LOC100133920 1,584 hypothetical LOC100133920
FLJ11292 1,582 hypothetical protein FLJ11292
CTAG1B 1,581 cancer/testis antigen 1B
GPR97 1,581 G protein-coupled receptor 97
DUOXA1 1,568 dual oxidase maturation factor 1
BTNL3 1,552 butyrophilin-like 3
BAGE4 1,545 B melanoma antigen family, member 4
DDR2 1,533 discoidin domain receptor tyrosine kinase 2
ENG 1,527 endoglin
SNAI1 1,515 snail homolog 1 (Drosophila)
SCN4B 1,495 sodium channel, voltage-gated, type IV, beta
FAM20A 1,492 family with sequence similarity 20, member A
VEGFA 1,487 vascular endothelial growth factor A
TLCD2 1,484 TLC domain containing 2
VASH1 1,477 vasohibin 1
RHBDL3 1,476 rhomboid, veinlet-like 3 (Drosophila)
GABARAPL3 1,455 GABA(A) receptors associated protein like 3, pseudogene
GPX3 1,447 glutathione peroxidase 3 (plasma)
SPP1 1,441 secreted phosphoprotein 1
BRIP1 1,413 BRCA1 interacting protein C-terminal helicase 1
DOCK4 1,395 dedicator of cytokinesis 4
PPARG 1,393 peroxisome proliferator-activated receptor gamma
BCAT1 1,388 branched chain amino-acid transaminase 1, cytosolic
REM2 1,386 RAS (RAD and GEM)-like GTP binding 2
DACT3 1,371 dapper, antagonist of beta-catenin, homolog 3 (Xenopus laevis)




Símbolo Fold Change Descripción
ANLN 1,361 anillin, actin binding protein
LPCAT1 1,357 lysophosphatidylcholine acyltransferase 1
MARCKSL1 1,357 MARCKS-like 1
TRH 1,357 thyrotropin-releasing hormone
FOSB 1,353 FBJ murine osteosarcoma viral oncogene homolog B
TGFA 1,353 transforming growth factor, alpha
ARHGAP8/PRR5-
ARHGAP8
1,351 Rho GTPase activating protein 8
SERPINB10 1,345 serpin peptidase inhibitor, clade B (ovalbumin), member 10
HSPA2 1,327 heat shock 70kDa protein 2
C17orf76 1,326 chromosome 17 open reading frame 76
GAS2L3 1,326 growth arrest-specific 2 like 3
TPST1 1,323 tyrosylprotein sulfotransferase 1
OSM 1,318 oncostatin M
LOC100507494 1,315 hypothetical protein LOC100507494
MRC2 1,314 mannose receptor, C type 2
INTS2 1,306 integrator complex subunit 2
KCNQ4 1,305 potassium voltage-gated channel, KQT-like subfamily, member 4
DSE 1,294 dermatan sulfate epimerase
TRPV4 1,293 transient receptor potential cation channel, subfamily V, member 
4
FKBP9L 1,276 FK506 binding protein 9-like
IER3 1,276 immediate early response 3
KRT20 1,276 keratin 20
PPP4R1L 1,272 protein phosphatase 4, regulatory subunit 1-like
BCAR3 1,27 breast cancer anti-estrogen resistance 3
CXCL2 1,27 chemokine (C-X-C motif) ligand 2
APOC1 1,261 apolipoprotein C-I
MTHFD1L 1,253 methylenetetrahydrofolate dehydrogenase (NADP+ dependent) 
1-like
SLC25A37 1,253 solute carrier family 25, member 37
JAKMIP3 1,249 Janus kinase and microtubule interacting protein 3
NT5DC2 1,245 5’-nucleotidase domain containing 2
HIC1 1,243 hypermethylated in cancer 1
LOC100499177 1,235 hypothetical LOC100499177
CUX1 1,231 cut-like homeobox 1
LOC339524 1,225 hypothetical LOC339524
NUPR1 1,208 nuclear protein, transcriptional regulator, 1
OR10A4 1,207 olfactory receptor, family 10, subfamily A, member 4
PLAU 1,203 plasminogen activator, urokinase
SKIL 1,202 SKI-like oncogene




Símbolo Fold Change Descripción
HAB1 1,19 B1 for mucin
DGCR5 1,183 DiGeorge syndrome critical region gene 5 (non-protein coding)
SRGAP1 1,182 SLIT-ROBO Rho GTPase activating protein 1
PDE2A 1,18 phosphodiesterase 2A, cGMP-stimulated
TRIM6 1,177 tripartite motif containing 6
CAMK2A 1,174 calcium/calmodulin-dependent protein kinase II alpha
CABP2 1,173 calcium binding protein 2
MIR210HG 1,168 MIR210 host gene (non-protein coding)
PRG2 1,166 proteoglycan 2, bone marrow (natural killer cell activator, 
eosinophil granule major basic protein)
LRCH1 1,164 leucine-rich repeats and calponin homology (CH) domain 
containing 1
PSD2 1,161 pleckstrin and Sec7 domain containing 2
ACTB 1,159 actin, beta
ATP6V1B1 1,159 ATPase, H+ transporting, lysosomal 56/58kDa, V1 subunit B1
NLGN3 1,158 neuroligin 3
PANX2 1,158 pannexin 2
LIMK2 1,152 LIM domain kinase 2
C1orf226 1,151 chromosome 1 open reading frame 226
CAMKK1 1,149 calcium/calmodulin-dependent protein kinase kinase 1, alpha
SLC2A3 1,149 solute carrier family 2 (facilitated glucose transporter), member 3
DAPK1 1,145 death-associated protein kinase 1
MSR1 1,143 macrophage scavenger receptor 1
DPYSL3 1,14 dihydropyrimidinase-like 3
PDLIM7 1,139 PDZ and LIM domain 7 (enigma)
TNNT3 1,138 troponin T type 3 (skeletal, fast)
CYP1B1 1,134 cytochrome P450, family 1, subfamily B, polypeptide 1
MYH13 1,133 myosin, heavy chain 13, skeletal muscle
TNFAIP6 1,131 tumor necrosis factor, alpha-induced protein 6
CHRNB4 1,13 cholinergic receptor, nicotinic, beta 4
SLC16A6 1,13 solute carrier family 16, member 6 (monocarboxylic acid 
transporter 7)
ADORA3 1,129 adenosine A3 receptor
ISLR2 1,129 immunoglobulin superfamily containing leucine-rich repeat 2
MFAP4 1,124 microfibrillar-associated protein 4
VAV2 1,123 vav 2 guanine nucleotide exchange factor
GTF2IRD1 1,119 GTF2I repeat domain containing 1
EDNRB 1,117 endothelin receptor type B
HS3ST1 1,116 heparan sulfate (glucosamine) 3-O-sulfotransferase 1
GABARAPL1 1,111 GABA(A) receptor-associated protein like 1
TBC1D16 1,11 TBC1 domain family, member 16




Símbolo Fold Change Descripción
FAM176A 1,107 family with sequence similarity 176, member A
GPR84 1,107 G protein-coupled receptor 84
LOC283143 1,101 hypothetical LOC283143
TLE3 1,1 transducin-like enhancer of split 3 (E(sp1) homolog, Drosophila)
ADCY4 1,099 adenylate cyclase 4
C8orf51 1,098 chromosome 8 open reading frame 51
MCAM 1,098 melanoma cell adhesion molecule
LOC400456 1,097 hypothetical LOC400456
PLCD3 1,096 phospholipase C, delta 3
PPP1R14D 1,095 protein phosphatase 1, regulatory (inhibitor) subunit 14D
SKI 1,091 v-ski sarcoma viral oncogene homolog (avian)
PIWIL2 1,084 piwi-like 2 (Drosophila)
MFI2 1,083 antigen p97 (melanoma associated) identified by monoclonal 
antibodies 133.2 and 96.5
MMP14 1,083 matrix metallopeptidase 14 (membrane-inserted)
ITGA9 1,081 integrin, alpha 9
KRTAP9-8 1,081 keratin associated protein 9-8
LOC100129406 1,081 hypothetical protein LOC100129406
SIAH3 1,081 seven in absentia homolog 3 (Drosophila)
C9orf131 1,073 chromosome 9 open reading frame 131
PLIN5 1,073 perilipin 5
P2RY6 1,071 pyrimidinergic receptor P2Y, G-protein coupled, 6
LOC100505483 1,069 hypothetical LOC100505483
SPRY1 1,065 sprouty homolog 1, antagonist of FGF signaling (Drosophila)
MMP2 1,063 matrix metallopeptidase 2 (gelatinase A, 72kDa gelatinase, 72kDa 
type IV collagenase)
CCDC57 1,061 coiled-coil domain containing 57
RAI14 1,061 retinoic acid induced 14
RNF19B 1,061 ring finger protein 19B
PLIN4 1,058 perilipin 4
LOC728153 1,055 family with sequence similarity 133, member A pseudogene
MERTK 1,055 c-mer proto-oncogene tyrosine kinase
ASAP1-IT1 1,054 ASAP1 intronic transcript 1 (non-protein coding)
FCAR 1,054 Fc fragment of IgA, receptor for
C9orf50 1,045 chromosome 9 open reading frame 50
PDS5B 1,043 PDS5, regulator of cohesion maintenance, homolog B (S. 
cerevisiae)
KCNH4 1,041 potassium voltage-gated channel, subfamily H (eag-related), 
member 4
MYO10 1,041 myosin X
NOSTRIN 1,041 nitric oxide synthase trafficker




Símbolo Fold Change Descripción
KCND1 1,039 potassium voltage-gated channel, Shal-related subfamily, 
member 1
FLJ23867 1,038 hypothetical protein FLJ23867
WDFY3 1,036 WD repeat and FYVE domain containing 3
IQCF1 1,035 IQ motif containing F1
LRRC4 1,035 leucine rich repeat containing 4
FLVCR2 1,03 feline leukemia virus subgroup C cellular receptor family, member 
2
GJB6 1,03 gap junction protein, beta 6, 30kDa
LOC157627 1,03 hypothetical LOC157627
C9orf47 1,029 chromosome 9 open reading frame 47
AATK 1,027 apoptosis-associated tyrosine kinase
NOTCH1 1,024 notch 1
PPIF 1,023 peptidylprolyl isomerase F
TMEM57 1,022 transmembrane protein 57
AKT3 1,016 v-akt murine thymoma viral oncogene homolog 3 (protein kinase 
B, gamma)
CDH26 1,014 cadherin 26
PHACTR1 1,013 phosphatase and actin regulator 1
JUN 1,009 jun proto-oncogene
ATF3 1,008 activating transcription factor 3
RGS16 1,008 regulator of G-protein signaling 16
FLJ40194 1,006 hypothetical FLJ40194
OLIG3 1,005 oligodendrocyte transcription factor 3
ARID5A 1,002 AT rich interactive domain 5A (MRF1-like)
SCN1B 1,002 sodium channel, voltage-gated, type I, beta
Tabla A2. Genes con expresión disminuida diferencialmente en CMSP de pacientes de SCACEST 
comparado con pacientes de AI.
Expresión disminuida en SCACEST
Símbolo Fold Change Descripción
CLTC -2,324 clathrin, heavy chain (Hc)
ARPP19 -2,126 cAMP-regulated phosphoprotein, 19kDa
AEN -1,859 apoptosis enhancing nuclease
CLEC4F -1,7 C-type lectin domain family 4, member F
IL4 -1,614 interleukin 4
RAD18 -1,59 RAD18 homolog (S. cerevisiae)
MS4A2 -1,584 membrane-spanning 4-domains, subfamily A, member 2 (Fc 
fragment of IgE, high affinity I, receptor for; beta polypeptide)
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Expresión disminuida en SCACEST
Símbolo Fold Change Descripción
RPL22 -1,564 ribosomal protein L22
NPTN -1,545 neuroplastin
RHOD -1,528 ras homolog gene family, member D
CLC -1,515 Charcot-Leyden crystal protein
MMACHC -1,507 methylmalonic aciduria (cobalamin deficiency) cblC type, with 
homocystinuria
LOC154822 -1,473 hypothetical LOC154822
PRSS16 -1,418 protease, serine, 16 (thymus)
VPREB1 -1,411 pre-B lymphocyte 1
C18orf23 -1,405 chromosome 18 open reading frame 23
NTN4 -1,379 netrin 4
MGC52282 -1,376 protease, serine, 30 homolog (mouse), pseudogene
DSC1 -1,359 desmocollin 1
VPS26A -1,357 vacuolar protein sorting 26 homolog A (S. pombe)
IFITM5 -1,354 interferon induced transmembrane protein 5
GCAT -1,349 glycine C-acetyltransferase
GPM6B -1,339 glycoprotein M6B
FCRLB -1,333 Fc receptor-like B
HP1BP3 -1,32 heterochromatin protein 1, binding protein 3
IGFBPL1 -1,315 insulin-like growth factor binding protein-like 1
FAM84B -1,305 family with sequence similarity 84, member B
PPP1R2P9 -1,3 protein phosphatase 1, regulatory (inhibitor) subunit 2 pseudogene 
9
CXCL9 -1,298 chemokine (C-X-C motif) ligand 9
CSTF3 -1,283 cleavage stimulation factor, 3’ pre-RNA, subunit 3, 77kDa
SLC4A10 -1,27 solute carrier family 4, sodium bicarbonate transporter, member 10
BAZ1B -1,266 bromodomain adjacent to zinc finger domain, 1B
LCP1 -1,262 lymphocyte cytosolic protein 1 (L-plastin)
C10orf82 -1,256 chromosome 10 open reading frame 82
PIK3R1OS -1,253 phosphoinositide-3-kinase, regulatory subunit 1, opposite strand
LOC100128098 -1,249 hypothetical LOC100128098
SPAG8 -1,248 sperm associated antigen 8
PI16 -1,246 peptidase inhibitor 16
GPM6A -1,245 glycoprotein M6A
GZMK -1,231 granzyme K (granzyme 3; tryptase II)
DCUN1D4 -1,227 DCN1, defective in cullin neddylation 1, domain containing 4 (S. 
cerevisiae)
NLRP7 -1,213 NLR family, pyrin domain containing 7
ANKRD24 -1,212 ankyrin repeat domain 24
HIST1H2BD -1,209 histone cluster 1, H2bd
NCR3 -1,207 natural cytotoxicity triggering receptor 3
LOC100507419 -1,206 hypothetical LOC100507419
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Expresión disminuida en SCACEST
Símbolo Fold Change Descripción
PRKAR2B -1,204 protein kinase, cAMP-dependent, regulatory, type II, beta
CYP2J2 -1,201 cytochrome P450, family 2, subfamily J, polypeptide 2
SNORA78 -1,196 small nucleolar RNA, H/ACA box 78
MRAP -1,195 melanocortin 2 receptor accessory protein
MLLT3 -1,188 myeloid/lymphoid or mixed-lineage leukemia (trithorax homolog, 
Drosophila); translocated to, 3
IFNE -1,186 interferon, epsilon
LYSMD4 -1,184 LysM, putative peptidoglycan-binding, domain containing 4
OGT -1,18 O-linked N-acetylglucosamine (GlcNAc) transferase (UDP-N-
acetylglucosamine:polypeptide-N-acetylglucosaminyl transferase)
LOC729082 -1,176 hypothetical LOC729082
CBX7 -1,175 chromobox homolog 7
MAF -1,168 v-maf musculoaponeurotic fibrosarcoma oncogene homolog (avian)
ACOT4 -1,157 acyl-CoA thioesterase 4
TRIM64/
TRIM64B
-1,155 tripartite motif containing 64
GAFA3 -1,153 FGF-2 activity-associated protein 3
ADAR -1,152 adenosine deaminase, RNA-specific
SLC23A1 -1,14 solute carrier family 23 (nucleobase transporters), member 1
CACNG5 -1,126 calcium channel, voltage-dependent, gamma subunit 5
TXNRD1 -1,12 thioredoxin reductase 1
TKTL1 -1,108 transketolase-like 1
SPINK2 -1,107 serine peptidase inhibitor, Kazal type 2 (acrosin-trypsin inhibitor)
YAP1 -1,103 Yes-associated protein 1
HSD11B1 -1,097 hydroxysteroid (11-beta) dehydrogenase 1
MCF2L-AS1 -1,092 MCF2L antisense RNA 1 (non-protein coding)
IL34 -1,091 interleukin 34
CACNG6 -1,09 calcium channel, voltage-dependent, gamma subunit 6
IL32 -1,084 interleukin 32
ENPP5 -1,081 ectonucleotide pyrophosphatase/phosphodiesterase 5 (putative)
ZP1 -1,079 zona pellucida glycoprotein 1 (sperm receptor)
LOC284889 -1,072 hypothetical LOC284889
CPA3 -1,07 carboxypeptidase A3 (mast cell)
FCER1A -1,07 Fc fragment of IgE, high affinity I, receptor for; alpha polypeptide
EIF4B -1,067 eukaryotic translation initiation factor 4B
ADAM22 -1,065 ADAM metallopeptidase domain 22
LIPA -1,065 lipase A, lysosomal acid, cholesterol esterase
WDR78 -1,064 WD repeat domain 78
TMEM182 -1,059 transmembrane protein 182
TEPP -1,052 testis, prostate and placenta expressed
SSR1 -1,051 signal sequence receptor, alpha
ST6GAL1 -1,048 ST6 beta-galactosamide alpha-2,6-sialyltranferase 1
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Expresión disminuida en SCACEST
Símbolo Fold Change Descripción
KIAA1324 -1,047 KIAA1324
PPFIA4 -1,047 protein tyrosine phosphatase, receptor type, f polypeptide (PTPRF), 
interacting protein (liprin), alpha 4
PRDX2 -1,047 peroxiredoxin 2
MYH11 -1,045 myosin, heavy chain 11, smooth muscle
CALU -1,044 calumenin
NPHS2 -1,044 nephrosis 2, idiopathic, steroid-resistant (podocin)
DCAF7 -1,04 DDB1 and CUL4 associated factor 7
RAB31 -1,04 RAB31, member RAS oncogene family
NUP43 -1,039 nucleoporin 43kDa
RCAN2 -1,035 regulator of calcineurin 2
VPREB3 -1,035 pre-B lymphocyte 3
CYP2A6 -1,031 cytochrome P450, family 2, subfamily A, polypeptide 6
MSX2P -1,031 msh homeobox 2 pseudogene 1
MTHFSD -1,031 methenyltetrahydrofolate synthetase domain containing
LOC284801 -1,03 hypothetical LOC284801
SPIC -1,019 Spi-C transcription factor (Spi-1/PU.1 related)
TMEM14E -1,019 transmembrane protein 14E
ENPP3 -1,018 ectonucleotide pyrophosphatase/phosphodiesterase 3
MDGA1 -1,015 MAM domain containing glycosylphosphatidylinositol anchor 1
LAG3 -1,011 lymphocyte-activation gene 3
TLE2 -1,005 transducin-like enhancer of split 2 (E(sp1) homolog, Drosophila)
PARVA -1,003 parvin, alpha
Tabla A3. Principales procesos asociados al Sistema Cardiovascular que estarían aumentados 
en las CMSP de los pacientes de SCACEST y la predicción del efecto los genes implicados. 
Función z-score Genes
Predicción (basado en la 






Angiogénesis 2,166 PTGES Aumenta la angiogénesis 2,986 Aumenta (2)
OLR1 Aumenta la angiogénesis 3,894 Aumenta (4)
OSM Aumenta la angiogénesis 1,318 Aumenta (1)
ENG Aumenta la angiogénesis 1,527 Aumenta (6)
EDNRB Aumenta la angiogénesis 1,117 Aumenta (1)
MMP2 Aumenta la angiogénesis 1,063 Aumenta (6)
TGM2 Aumenta la angiogénesis 1,916 Aumenta (1)
ITGA9 Aumenta la angiogénesis 1,081 Aumenta (2)
PLAU Aumenta la angiogénesis 1,203 Aumenta (2)




Predicción (basado en la 






TGFA Aumenta la angiogénesis 1,353 Aumenta (2)
SERPINE1 Aumenta la angiogénesis 2,333 Aumenta (9)
MMP14 Aumenta la angiogénesis 1,083 Aumenta (7)
WNT5A Aumenta la angiogénesis 2,963 Aumenta (1)
VEGFA Aumenta la angiogénesis 1,487 Aumenta (150)
FN1 Aumenta la angiogénesis 2,600 Aumenta (3)
ADRA2B Aumenta la angiogénesis 1,754 Aumenta (2)
IL8 Aumenta la angiogénesis 2,003 Aumenta (11)
PDE2A Aumenta la angiogénesis 1,180 Aumenta (6)
ANGPTL4 Disminuye la angiogénesis 3,391 Disminuye (5)
OGT Disminuye la angiogénesis -1,180 Disminuye (2)
THBS1 Disminuye la angiogénesis 1,109 Disminuye (21)
VASH1 Disminuye la angiogénesis 1,477 Disminuye (9)
UNC5B Disminuye la angiogénesis 1,595 Disminuye (2)
PLCD3  Afecta 1,096 Afecta (1)
IL4  Afecta -1,614 Afecta (2)
SPP1  Afecta 1,441 Afecta (2)
CYP1B1  Afecta 1,134 Afecta (1)
Lesión 
vascular 1,785 PTGES Aumentadas las lesiones 2,986 Aumenta (7)
SERPINE1  Afecta 2,333 Afecta (4)
VEGFA Aumentadas las lesiones 1,487 Aumenta (4)
SPP1 Aumentadas las lesiones 1,441 Aumenta (2)
FURIN  Afecta 1,371 Afecta (1)
PLAU Aumentadas las lesiones 1,203 Aumenta (2)
THBS1  Afecta 1,109 Afecta (2)
MMP2 Aumentadas las lesiones 1,063 Aumenta (2)
IL4 Disminuidas las lesiones -1,614 Aumenta (3)
Enfermedad 
vascular 1,676 OLR1  Afecta 3,894 Afecta (2)
MLXIPL  Afecta 3,031 Afecta (1)
SERPINE1 Aumentadas las enfermedades 2,333 Aumenta (10)
IL8  Afecta 2,003 Afecta (1)
PMEPA1  Afecta 1,914 Afecta (1)
IL10  Afecta 1,802 Afecta (2)
ADRA2B  Afecta 1,754 Afecta (2)
RBM47  Afecta 1,724 Afecta (1)
NKD1  Afecta 1,666 Afecta (1)
LGMN  Afecta 1,657 Afecta (1)
APOC2  Afecta 1,653 Afecta (1)
AMPH  Afecta 1,590 Afecta (1)




Predicción (basado en la 






VEGFA Afecta 1,487 Afecta (16)
SPP1 Afecta 1,441 Afecta (1)
DOCK4 Afecta 1,395 Afecta (4)
PPARG Disminuidas las enfermedades 1,393 Disminuye (12)
BCAT1 Afecta 1,388 Afecta (1)
TGFA Afecta 1,353 Afecta (3)
FOSB Afecta 1,353 Afecta (3)
APOC1 Aumentadas las enfermedades 1,261 Aumenta (2)
MTHFD1L Afecta 1,253 Afecta (13)
PLAU Aumentadas las enfermedades 1,203 Aumenta (9)
CAMKK1 Afecta 1,149 Afecta (1)
MSR1 Aumentadas las enfermedades 1,143 Aumenta (3)
TNFAIP6 Afecta 1,131 Afecta (1)
CHRNB4 Afecta 1,130 Afecta (1)
GTF2IRD1 Afecta 1,119 Afecta (1)
EDNRB Afecta 1,117 Afecta (35)
THBS1 Afecta 1,109 Afecta (2)
FAM176A Afecta 1,107 Afecta (1)
MMP14 Afecta 1,083 Afecta (1)
SIAH3 Afecta 1,081 Afecta (2)
P2RY6 Afecta 1,071 Afecta (3)
MMP2  Afecta 1,063 Afecta (9)
MERTK Aumentadas las enfermedades 1,055 Aumenta (2)
MYO10 Afecta 1,041 Afecta (1)
AKT3 Aumentadas las enfermedades 1,016 Aumenta (1)
PHACTR1 Afecta 1,013 Afecta (2)
JUN Afecta 1,009 Afecta (3)
SCN1B Afecta 1,002 Afecta (1)
PARVA Afecta -1,003 Afecta (3)
MDGA1 Afecta -1,015 Afecta (1)
MYH11  Afecta -1,045 Afecta (1)
KIAA1324  Afecta -1,047 Afecta (1)
EIF4B  Afecta -1,067 Afecta (1)
CPA3  Afecta -1,070 Afecta (1)
YAP1  Afecta -1,103 Afecta (1)
GPM6A  Afecta -1,245 Afecta (1)
IL4  Afecta -1,614 Afecta (2)
CLEC4F  Afecta -1,700 Afecta (1)
Daño en 
tejidos 1,443 FN1 Aumento del daño 2,600 Aumenta (1)




Predicción (basado en la 






IL8 Aumento del daño 2,003 Aumenta (2)
TGM2 Disminución del daño 1,916 Disminuye (7)
IL10 Disminución del daño 1,802 Disminuye (5)
VEGFA  Afecta 1,487 Afecta (2)
SPP1 Aumento del daño 1,441 Aumenta (1)
TGFA Aumento del daño 1,353 Aumenta (1)
OSM Aumento del daño 1,318 Aumenta (2)
TRPV4 Aumento del daño 1,293 Aumenta (1)
TNFAIP6 Disminución del daño 1,131 Disminuye (1)
ADORA3 Aumento del daño 1,129 Aumenta (1)
IL32 Disminución del daño -1,084 Aumenta (1)
IL4 Aumento del daño -1,614 Disminuye (4)
Lesión 
aterosclerótica 1,296 PTGES Aumentadas las lesiones 2,986 Aumenta (2)
SERPINE1  Afecta 2,333 Afecta (4)
VEGFA Aumentadas las lesiones 1,487 Aumenta (4)
SPP1 Aumentadas las lesiones 1,441 Aumenta (2)
PLAU Aumentadas las lesiones 1,203 Aumenta (2)
THBS1  Afecta 1,109 Afecta (2)
MMP2 Aumentadas las lesiones 1,063 Aumenta (1)
IL4 Disminuidas las lesiones -1,614 Aumenta (2)
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Tabla A4. Principales procesos asociados al Sistema Cardiovascular que estarían disminuidos 
en las CMSP en pacientes de SCACEST y la predicción del efecto los genes implicados.
Función z-score Genes
Predicción (basado en la 




previamente   
(nº Referencias)
Vasodilatación -1,501 ENG Disminuye la vasodilatación 1,527 Disminuye (1)
VEGFA  Afecta 1,487 Afecta (5)
PPARG Disminuye la vasodilatación 1,393 Disminuye (1)
TRPV4  Afecta 1,293 Afecta (1)
PLAU Aumenta la vasodilatación 1,203 Aumenta (3)
EDNRB  Afecta 1,117 Afecta (1)
THBS1 Disminuye la vasodilatación 1,109 Disminuye (1)
CYP2J2 Disminuye la vasodilatación -1,201 Aumenta (1)
Dilatación de 
la cámara del 
corazón -1,493 PTGES Disminuye la dilatación 2,986 Disminuye (1)
SERPINE1 Disminuye la dilatación 2,333 Disminuye (1)
SPP1 Disminuye la dilatación 1,441 Disminuye (1)
MARCKSL1 Disminuye la dilatación 1,357 Disminuye (1)
NUPR1 Disminuye la dilatación 1,208 Disminuye (1)
PLAU Aumenta la dilatación 1,203 Aumenta (1)
MLXIPL  Afecta 3,031 Afecta (1)
Tabla A5. Genes expresados diferencialmente en las CMSP de pacientes de SCACEST con algún 
efecto en alteraciones del Sistema Cardiovascular.
Función Genes Fold Change
Descrito previamente 
(nº  Referencias)
Estenosis MLXIPL 3,031 Afecta (1)
SPP1 1,441 Afecta (4)
PPARG 1,393 Afecta (3)
FURIN 1,371 Afecta (1)
GTF2IRD1 1,119 Afecta (1)
MMP2 1,063 Afecta (3)
Isquemia de miocardio SERPINE1 2,333 Afecta (1)
PMEPA1 1,914 Afecta (1)
IL10 1,802 Afecta (1)
RBM47 1,724 Afecta (1)
NKD1 1,666 Afecta (1)
LGMN 1,657 Afecta (1)
AMPH 1,590 Afecta (1)
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Función Genes Fold Change
Descrito previamente 
(nº  Referencias)
DDR2 1,533 Afecta (4)
VEGFA 1,487 Afecta (1)
DOCK4 1,395 Afecta (4)
PPARG 1,393 Afecta (5)
BCAT1 1,388 Afecta (1)
TGFA 1,353 Afecta (3)
APOC1 1,261 Afecta (1)
MTHFD1L 1,253 Afecta (13)
CAMKK1 1,149 Afecta (1)
MSR1 1,143 Afecta (2)
TNFAIP6 1,131 Afecta (1)
CHRNB4 1,130 Afecta (2)
ADORA3 1,129 Afecta (1)
THBS1 1,109 Afecta (1)
FAM176A 1,107 Afecta (1)
SIAH3 1,081 Afecta (2)
P2RY6 1,071 Afecta (3)
MMP2 1,063 Afecta (1)
MYO10 1,041 Afecta (1)
PHACTR1 1,013 Afecta (2)
PARVA -1,003 Afecta (3)
MDGA1 -1,015 Afecta (1)
MYH11 -1,045 Afecta (1)
KIAA1324 -1,047 Afecta (1)
EIF4B -1,067 Afecta (1)
CPA3 -1,070 Afecta (1)
YAP1 -1,103 Afecta (1)
GPM6A -1,245 Afecta (1)
CLEC4F -1,700 Afecta (1)
Enfermedad de la arteria 
coronaria PMEPA1 1,914 Afecta (1)
IL10 1,802 Afecta (1)
RBM47 1,724 Afecta (1)
NKD1 1,666 Afecta (1)
LGMN 1,657 Afecta (1)
AMPH 1,590 Afecta (1)
DDR2 1,533 Afecta (4)
VEGFA 1,487 Afecta (1)
DOCK4 1,395 Afecta (4)
PPARG 1,393 Afecta (4)
BCAT1 1,388 Afecta (1)
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Función Genes Fold Change
Descrito previamente 
(nº  Referencias)
TGFA 1,353 Afecta (3)
APOC1 1,261 Afecta (1)
MTHFD1L 1,253 Afecta (13)
CAMKK1 1,149 Afecta (1)
MSR1 1,143 Afecta (2)
TNFAIP6 1,131 Afecta (1)
CHRNB4 1,130 Afecta (1)
THBS1 1,109 Afecta (1)
FAM176A 1,107 Afecta (1)
SIAH3 1,081 Afecta (2)
P2RY6 1,071 Afecta (3)
MYO10 1,041 Afecta (1)
PHACTR1 1,013 Afecta (2)
PARVA -1,003 Afecta (3)
MDGA1 -1,015 Afecta (1)
MYH11 -1,045 Afecta (1)
KIAA1324 -1,047 Afecta (1)
EIF4B -1,067 Afecta (1)
CPA3 -1,070 Afecta (1)
YAP1 -1,103 Afecta (1)
GPM6A -1,245 Afecta (1)
CLEC4F -1,700 Afecta (1)
Tabla A6. Principales procesos asociados al Sistema Inmune que estarían aumentados en las 
CMSP de los pacientes de SCACEST y la predicción del efecto los genes implicados.
Función z-score Genes
Predicción (basado en la 







células mieloides 2.054 FN1 Aumenta la migración 2,600 Aumenta (25)
SERPINE1 Aumenta la migración 2,333 Aumenta (8)
IL8 Aumenta la migración 2,003 Aumenta (225)
TGM2 Aumenta la migración 1,916 Aumenta (11)
SPP1 Aumenta la migración 1,441 Aumenta (18)
CXCL2 Aumenta la migración 1,270 Aumenta (34)
PLAU Aumenta la migración 1,203 Aumenta (19)
CXCL9 Disminuye la migración -1,298 Aumenta (49)




Predicción (basado en la 








mononucleares 1.94 WNT5A Aumenta la apoptosis 2,963 Aumenta (1)
IL10 Aumenta la apoptosis 1,802 Aumenta (12)
VEGFA Disminuye la apoptosis 1,487 Disminuye (1)
SPP1 Disminuye la apoptosis 1,441 Disminuye (7)
IER3 Disminuye la apoptosis 1,276 Disminuye (1)
SKIL Aumenta la apoptosis 1,202 Aumenta (1)
ADORA3 Aumenta la apoptosis 1,129 Aumenta (2)
THBS1 Aumenta la apoptosis 1,109 Aumenta (1)
JUN Aumenta la apoptosis 1,009 Aumenta (1)
RCAN2 Aumenta la apoptosis -1,035 Disminuye (1)
FCER1A Aumenta la apoptosis -1,070 Disminuye (3)
MS4A2 Aumenta la apoptosis -1,584 Disminuye (2)
IL4 Aumenta la apoptosis -1,614 Disminuye (18)
Acumulación de 
leucocitos 1,709 IL8 Aumenta la acumulación 2,003 Aumenta (3)
IL10 Disminuye la acumulación 1,802 Disminuye (3)
VEGFA Aumenta la acumulación 1,487 Aumenta (3)
SPP1 Aumenta la acumulación 1,441 Aumenta (2)
OSM Aumenta la acumulación 1,318 Aumenta (1)
IER3 Aumenta la acumulación 1,276 Aumenta (1)
CXCL2 Aumenta la acumulación 1,270 Aumenta (12)
PLAU Aumenta la acumulación 1,203 Aumenta (5)
CXCL9 Aumenta la acumulación -1,298 Disminuye (2)
DSC1 Aumenta la acumulación -1,359 Disminuye (1)
IL4 Disminuye la acumulación -1,614 Aumenta (7)
Apoptosis de 
monocitos 1.517 IL10 Aumenta la apoptosis 1,802 Aumenta (3)
ADORA3 Aumenta la apoptosis 1,129 Aumenta (2)
FCER1A Aumenta la apoptosis -1,070 Disminuye (3)
MS4A2 Aumenta la apoptosis -1,584 Disminuye (2)
IL4 Disminuye la apoptosis -1,614 Aumenta (2)
Quimiotaxis de 
leucocitos 1.538 WNT5A Aumenta la quimiotaxis 2,963 Aumenta (1)
FN1  Afecta 2,600 Afecta (6)
SERPINE1 Aumenta la quimiotaxis 2,333 Aumenta (1)
IL8 Aumenta la quimiotaxis 2,003 Aumenta (108)
IL10 Aumenta la quimiotaxis 1,802 Aumenta (20)
CCL20 Aumenta la quimiotaxis 1,753 Aumenta (21)
CXCR7 Aumenta la quimiotaxis 1,727 Aumenta (2)




Predicción (basado en la 






SPP1 Aumenta la quimiotaxis 1,441 Aumenta (3)
PPARG Disminuye la quimiotaxis 1,393 Disminuye (1)
CXCL2 Aumenta la quimiotaxis 1,270 Aumenta (10)
PLAU Aumenta la quimiotaxis 1,203 Aumenta (3)
ADORA3 Aumenta la quimiotaxis 1,129 Aumenta (1)
EDNRB  Afecta 1,117 Afecta (1)
THBS1 Aumenta la quimiotaxis 1,109 Aumenta (2)
CXCL9 Disminuye la quimiotaxis -1,298 Aumenta (17)
IL4 Aumenta la quimiotaxis -1,614 Disminuye (7)
Migración de 
Leucocitos 1,364 OLR1 Disminuye la migración 3,894 Disminuye (2)
PTGES Aumenta la migración 2,986 Aumenta (3)
WNT5A Aumenta la migración 2,963 Aumenta (1)
FN1 Aumenta la migración 2,600 Aumenta (25)
SERPINE1 Aumenta la migración 2,333 Aumenta (8)
IL8 Aumenta la migración 2,003 Aumenta (225)
TGM2 Aumenta la migración 1,916 Aumenta (11)
IL10 Disminuye la migración 1,802 Disminuye (57)
CCL20 Aumenta la migración 1,753 Aumenta (42)
CXCR7 Aumenta la migración 1,727 Aumenta (2)
UNC5B Disminuye la migración 1,595 Disminuye (2)
VEGFA Aumenta la migración 1,487 Aumenta (21)
SPP1 Aumenta la migración 1,441 Aumenta (18)
PPARG Disminuye la migración 1,393 Disminuye (2)
OSM Aumenta la migración 1,318 Aumenta (3)
CXCL2 Aumenta la migración 1,270 Aumenta (34)
PLAU Aumenta la migración 1,203 Aumenta (19)
MSR1 Disminuye la migración 1,143 Disminuye (1)
ADORA3 Aumenta la migración 1,129 Aumenta (3)
EDNRB  Afecta 1,117 Afecta (1)
THBS1 Aumenta la migración 1,109 Aumenta (12)
MCAM  Afecta 1,098 Afecta (1)
MMP14 Aumenta la migración 1,083 Aumenta (9)
ITGA9 Aumenta la migración 1,081 Aumenta (1)
MMP2 Aumenta la migración 1,063 Aumenta (2)
FCAR Aumenta la migración 1,054 Aumenta (2)
NOTCH1 Aumenta la migración 1,024 Aumenta (4)
LIPA Aumenta la migración -1,065 Disminuye (1)
FCER1A Disminuye la migración -1,070 Aumenta (1)
LCP1 Disminuye la migración -1,262 Aumenta (9)




Predicción (basado en la 






RHOD Disminuye la migración -1,528 Aumenta (1)
IL4 Disminuye la migración -1,614 Aumenta (34)
Infiltración de 
leucocitos 1,341 PTGES Aumenta la infiltración 2,986 Aumenta (3)
FN1 Disminuye la infiltración 2,600 Disminuye (2)
SERPINE1 Disminuye la infiltración 2,333 Disminuye (1)
IL8 Aumenta la infiltración 2,003 Aumenta (13)
TGM2 Aumenta la infiltración 1,916 Aumenta (2)
IL10 Disminuye la infiltración 1,802 Disminuye (14)
UNC5B Disminuye la infiltración 1,595 Disminuye (2)
SPP1 Aumenta la infiltración 1,441 Aumenta (5)
OSM Aumenta la infiltración 1,318 Aumenta (3)
CXCL2 Aumenta la infiltración 1,270 Aumenta (2)
PLAU Aumenta la infiltración 1,203 Aumenta (1)
MSR1 Disminuye la infiltración 1,143 Disminuye (1)
THBS1 Disminuye la infiltración 1,109 Disminuye (1)
MMP14 Aumenta la infiltración 1,083 Aumenta (1)
MMP2 Aumenta la infiltración 1,063 Aumenta (1)
FCAR Aumenta la infiltración 1,054 Aumenta (2)
LIPA Aumenta la infiltración -1,065 Disminuye (1)
IL4 Aumenta la infiltración -1,614 Disminuye (1)
Tabla A7. Principales procesos asociados al Sistema Inmune que estarían disminuidos en las 
CMSP de los pacientes de SCACEST y la predicción del efecto los genes implicados.
Función z-score Genes
Predicción (basado en la 








mononucleares -2,304 NCR3 Disminución de la respuesta -1,207 Aumenta (11)
OSM Disminución de la respuesta 1,318 Disminuye (1)
MERTK Disminución de la respuesta 1,055 Disminuye (3)
CXCL9 Disminución de la respuesta -1,298 Aumenta (1)
IL4 Disminución de la respuesta -1,614 Aumenta (11)
IL10 Disminución de la respuesta 1,802 Disminuye (29)
PPARG Disminución de la respuesta 1,393 Disminuye (1)
MAF Aumento de la respuesta -1,168 Disminuye (1)
MSR1 Aumento de la respuesta 1,143 Aumenta (1)
LAG3  Afecta -1,011 Afecta (2)
Respuesta de 




Predicción (basado en la 






MERTK Disminución de la respuesta 1,055 Disminuye (3)
CXCL9 Disminución de la respuesta -1,298 Aumenta (1)
IL4 Disminución de la respuesta -1,614 Aumenta (9)
IL10 Disminución de la respuesta 1,802 Disminuye (26)
PPARG Disminución de la respuesta 1,393 Disminuye (1)
MAF Aumento de la respuesta -1,168 Disminuye (1)
MSR1 Aumento de la respuesta 1,143 Aumenta (1)
LAG3  -1,011 Afecta (2)
Reclutamiento 
de linfocitos T -1,672 IL8  Afecta 2,003 Afecta (1)
IL10 Aumento del reclutamiento 1,802 Aumenta (1)
CCL20  Afecta 1,753 Afecta (1)
FCER1A
Disminución del 
reclutamiento -1,070 Aumenta (1)
CXCL9
Disminución del 
reclutamiento -1,298 Aumenta (3)
IL4
Disminución del 
reclutamiento -1,614 Aumenta (1)
Respuesta 
inmune de 
macrófagos -1,645 SERPINE1 Disminución de la respuesta 2,333 Disminuye (5)
TGM2 Aumento de la respuesta 1,916 Aumenta (3)
IL10 Disminución de la respuesta 1,802 Disminuye (1)
PPARG Disminución de la respuesta 1,393 Disminuye (1)
THBS1  Afecta 1,109 Afecta (1)
IL4 Disminución de la respuesta -1,614 Aumenta (1)
Fagocitosis -1,164 SERPINE1 Disminución de la fagocitosis 2,333 Disminuye (5)
TGM2 Aumento de la fagocitosis 1,916 Aumenta (1)
PLAU Disminución de la fagocitosis 1,203 Disminuye (1)
MSR1 Aumento de la fagocitosis 1,143 Aumenta (1)
THBS1  Afecta 1,109 Afecta (1)
IL4 Disminución de la fagocitosis -1,614 Aumenta (2)
Respuesta 
inmune de 
neutrófilos -1,133 FN1 Aumento de la respuesta 2,600 Aumenta (2)
SERPINE1 Disminución de la respuesta 2,333 Disminuye (5)
IL8 Aumento de la respuesta 2,003 Aumenta (1)
PLAU Disminución de la respuesta 1,203 Disminuye (1)
FCAR Aumento de la respuesta 1,054 Aumenta (1)
FCER1A Disminución de la respuesta -1,070 Aumenta (2)
IL4 Disminución de la respuesta -1,614 Aumenta (1)
